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Seznam pouzitych zkratek a symboli

APTMS
ATCC

Ba

BPO

CA - MRSA
CCM

CFU

CVvD

DMF

DNA

HA - MRSA
IBAD

IPTI

JIP

KCH

KNT

KTC

LA - MRSA
MMA
m-RNA
MRSA

PEG

PEO

PES
PECVD

PGA
PLGA
PMMA

3-amonipropyltrimethoxysilan
American Type Culture Collection (certifikovany bakterialni
kmen)

Bavlna

Dibenzoylperoxid

Community-acquired/ associated MRSA
Ceska sbirka mikroorganismii

Colony forming units

Chemicka depozice z plynné faze
(Chemical Vapour Deposition)
Dimethylformamid

Deoxyribonukleova kyselina
Healthcareassociated MRSA

lon Beam Assisted Deposition
Isopropoxid titanu

Jednotka intenzivni péce

Katedra chemie

Katedra netkanych textilii

Katedra textilni chemie

Livestock associated MRSA
Methylmethakrylat

Mediatorova ribonukleova kyselina
Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
Polyethylenglykol

Polyethylendioxid

Polyester
Plasma Enhanced Chemical VVapour Deposition —
lazmochemicka depozice z plynné faze
Polykyselina glykolova

Poly (ethylenglykol)-g-chitosanu
Polymethylmethakrylat
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PVA Polyvinylalkohol

PVD Fyzikalni depozice z plynné faze
(Physical Vapour Deposition)

PVP Polyvinylpyrrolidin

QCS Kvarterni chitosan

SEM Rastrovaci elektronova mikroskopie

(Scanning Electron Microscopy)

TEOS Tetraethoxysilan (jiny nazev tetracthylorthosilikat)
TFA/HFIP Trifluoroctova kyselina/1,1,1,3,3,3—hexafluoro-2-propanol
TMSPM 3-(Trimethoxysilyl)propyl methakrylat, v literatute také

jako MPTMA, TMSM, nebo MSMA

t-RNA Transferova ribonukleova kyselina
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Pouzita odborna terminologie

Aerobni bakterie

Bakterie, které ke svému rozmnozovani a rastu pottebuji kyslik.

Anaerobni bakterie

Bakterie, které se rozmnozuji a rostou bez ptitomnosti kysliku.

Angiopaticky proces

Jedna se o oznaceni pro onemocnéni cév, které je vétSinou nezanétlivé.

Atraumatické kryti

Kryti (obvazy) bez vyvolani bolesti u pacienta v misté pfilozeni obvazu, které zaroven
umozni i snadné sejmuti obvazu z rany.

Biopersistence

Stalost (odolnost) v zivém organismu.

Cytokininy

Latky, které stimuluji déleni bungk.

Enteroviry

Rozsahly a z hlediska lidské mediciny vyznamny rod virti z ¢eledi Picornaviridae, jedna se
0 malé¢ RNA viry. Zptisobuji riznorodd onemocnéni, zejména nervového systému, srdce,
spojené se vznikem vyrazky. Viry jsou znaéné odolné a dlouhodobé piezivaji napf.
v kontaminované vodé. Nemocni viry vylucuji do stolice, protoZe viry se mj. rovnéz mnozi ve
stievni sliznici — odtud jejich ndzev. Onemocnéni zanechava trvalou imunitu.

Exsudat

Je zanétlivy vypotek. Tvoii se v té€lesnych dutinach, v otevienych ranach. Byvéa zkalen&jsi
nékdy ma az hnisavy charakter a obsahuje vice bilkovin.

Fakultativni bakterie

Bakterie, které se ptizpisobi podminkdm okolniho prostfedi. Pokud maji k dispozici kyslik,
spotiebuji ho, pokud ne, chovaji se anaerobné.

Fibroblasty

Bunky vaziva produkujici zékladni vazivovou hmotu, v¢etné kolagenu.

Nozokomidlni infekce

Jedna se o infekci ziskanou v nemocnici u pacienta, ktery byl pfijat do nemocnice z jiného

zdravotniho diivodu, nez je tato infekce.
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Peroralni podavani

Podavani tsty.

Plazmidy

Soucast genetického vybaveni buiiky. Nesou geny K vlastni replikaci, mnozi se nezavisle na
chromozomech.

Proliferace

Bujeni, novotvofeni, rist. Podstatou procesu je zvySovani poctu bunék tzn. délenim, mité6zou
v tkani ¢i orgéanu.

Reepitelizace

Termin popisujici obnovu pokryti epitelem.

Vaskularizace

Tvorba novych cév a jejich vétveni v misté zacelujici se a hojici rany. Je to zéklad pro to, aby

nové vytvotfené tkan byla vyzivovéna.
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1. Uvod

V piedlozené habilita¢ni praci jsem feSila problematiku likvidace patogennich bakterialnich
kmenti, zejména pak likvidaci rezistentniho bakteridlniho kmene MRSA. Se stale stoupajici
hrozbou bakteridlnich infekci totiz stoupa nutnost vytvaret ucinnéjsi a vhodnéjsi bariéry proti
patogennim mikroorganismim, které napadaji oslabené pacienty v nemocnicich, na
jednotkach JIP, v neonatologickych a transplantacnich centrech. Moznosti feSeni tohoto
problému jsou antibakteridlni chemické vrstvy (anorganické, organické nebo organicko-
anorganické hybridni vrstvy), ve kterych jsou riznymi metodami fixovany ionty vybranych
kovt, piipadné nanocastice majici antibakterialni schopnosti. Tyto vrstvy jsou nanaseny ve
form¢ ochrannych povlaki na rtzné substraty (sklo, keramiku, kov, plasty nebo textilni
materialy).

Patogenni mikroorganismy napadaji také oteviené rany a poranénou kuazi. Soucasna
dermatologie proto stale hledd nové moznosti rychlejsiho a efektivnéjSiho 1é¢eni koznich 1ézi
a defektli. Jedna se pfedevsim o bércové viedy, dekubity, dalSim problémem je velka skupina
tézce se hojicich koznich ran v€etné popdlenin a tzv. diabeticka noha u diabetiki. Hojeni ran
obecné predstavuje komplexni biologicky proces, ve kterém hraje zasadni roli volba
obvazového materidlu, ktery by mél spliovat urcita kritéria, diky kterym by se méla rana
zbavit bakteridlni kontaminace, nasledné se uzavfit a zahojit. Piesto, Zze v soucasné dobé
existuje cela fada obvazového kryti, sou¢asna medicina se potyka s tim, ze mnoho z vySe
uvedenych ran neni schopna vyléc¢it. Nezanedbatelnym faktorem je i cena kvalitniho kryti,
ktera je pomérn€ vysoka a pro mnoho pacientll v soucasnosti nedostupna.

Proto jsem se zabyvala i timto problémem, kde jsem feSila vhodnou moznost vytvoreni
nanovldkennych obvazli s imobilizovanymi biomolekulami, které by pomohly feSit tuto
slozitou problematiku. Myslim si, ze pravé tento typ kryciho a obvazového materialu ma
velkou budoucnost. Je ovSem nutné ve spolupraci s dermatology navrhnout celé schéma 1écby
téchto problematickych ran.

Reseni uvedené problematiky je v soucasnosti nanejvys prioritni, protoze hrozba
souvisejici s infekcemi MRSA [1], enteroviry [2], viry ptac¢i chiipky [3] a dal$imi
bakterialnimi a virovymi kmeny, se stava stale vétSim celosvétovym problémem. Patogeny se
mohou mezi lidmi $ifit mnoha rliznymi cestami (vzduchem, vodou, potravinami, kontaktem
s kontaminovanymi pfedméty nebo odeévy). Nozokomidlni infekce predstavuji vysoké
procento ziskanych onemocnéni béhem hospitalizace v nemocnici. Pravé vysoce rezistentni

a stale mutujici bakteridlni kmen MRSA se na téchto typech onemocnéni podili vysokou
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mirou. Dezinfek¢éni strategie, které jsou Siroce pouzivany k inaktivaci patogeni, nejsou
dostatecn¢ ucinné. Neni totiz mozné a zadouci kompletné sterilizovat zivotni prostor.
Pouzivané zplsoby usmrcovani bakterii zplsobuji tzv. sekundarni zneciSténi zivotniho
prostiedi.

Proto je nutné zabranit Sifeni a mnozeni téchto patogennich bakteridlnich kment jinym
zpisobem, nez klasickou dezinfekci. Velmi dilezitou roli zde hraje prevence, tedy zabranéni
kontaminace pacienta, protoze 1écba je ndrocnd, zdlouhava a proti né€kterym patogentim
neeXistuji G¢inna antibiotika.

Ptredkladana habilitacni prace je ¢lenéna na dvé Casti. V prvni ¢asti se zabyvam piipravou
antibakteriadlnich vrstev sol-gel metodou. Tyto vrstvy byly aplikovdny na vybrané typy
substratd (textilni material, keramika, sklo, polymethylmetakrylat - PMMA). Je zde shrnuta
ptiprava vrstev, jejich mechanické vlastnosti a stabilita nanesenych vrstev. Provedla jsem
rozsahlou bakteriologickou studii o u¢incich téchto vrstev na patogenni mikroorganismy,
které ¢ini problémy v nemocni¢nich zafizenich. V této casti jsou proto charakterizovany
testované bakteridlni kmeny, metody a normy, pomoci kterych jsem testy provadéla. Protoze
pfipravené a testované vrstvy byly vyvijeny primarné proti inhibici bakteridlniho kmene
MRSA, prvni kapitola prace je vénovana charakteristice, Sifeni a klasifikaci tohoto
bakterialniho kmene.

Druha cast prace je vénovana nanovlakennym obvazovym materialim, na které jsem
imobilizovala vybrané bioaktivni latky. Jednalo se zejména o antibiotika a enzymy. ProtoZe se
jednéd o material, ktery je urceny pro lécbu tézce se hojicich ran, je tato ¢ast prace doplnéna
informacemi o zakladnich typech problematickych ran. PovaZovala jsem za nutné dale doplnit
informace o fazich 1écby rany vzhledem k tomu, Ze imobilizované latky mohou zasahovat do
jednotlivych fazi 1écby.

ProtoZze se v praci vyskytuje fada odbornych lékaiskych terminli a ne vSechny jsou
vysvétleny pfimo v textu, doplnila jsem vysvétlujici informace v ivodni ¢asti prace pod
pouzitymi zkratkami a symboly.

V habilita¢ni praci v ¢asti literatura jsou uvedeny zkracené citace publikaci, z tohoto

divodu ptikladam do zavéru prace plné citace svych publikaci, které jsou soucasti prace.
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2. Infekce ve zdravotnictvi

2.1. MRSA a dalsi patogenni kmeny — problém soucasného zdravotnictvi

Infekéni choroby stéle predstavuji 45% umrti v zemich s nizkymi piijmy, 85 % téchto umrti
jsou zpusobeny péti nemocemi: akutni respiracni infekce, prijmova onemocnéni,
HIV / AIDS, tuberkuldza a malarie.

Siteni infekci ve zdravotnictvi dnes ovliviiuje stovky miliond lidi po celém svété.
Vyzkumem, ktery prob¢hl v 55 nemocnicich 14 zemi zastupujicich Ctyfi oblasti (jihovychodni
Asie, Evropa, vychodni Stfedozemni mote a zapadni Pacifik) bylo zjisténo, ze v priméru
8,7% hospitalizovanych pacientd trpi infekci béhem zdravotni péce. Vice nez 1,4 miliont lidi
na celém svété trpi infekénimi komplikacemi ziskanymi v nemocnici. V USA asi 90 000
pacientll na tyto infekéni komplikace umird kazdy rok. 5% aZz 10% pacient piijatych do
nemocnice v modernim rozvinutém svété ziska jednu nebo vice infekci. Riziko infekce pii
poskytovani zdravotni péce v rozvojovych statech je 2 az 20 krat vyssi nez ve vyspélych
zemich. V n¢kterych rozvojovych zemich, podil pacientd postizenych infekei mize
pfesahnout 25%. Ve Spojenych statech je kazdy 136 pacient tézce nemocny v disledku
infekce ziskané v nemocnici, coz je ekvivalent ke dvéma milioniim piipada a asi 80 000 umrti
ro¢né. V Anglii je vice nez 100 000 piipadt infekci souvisejicich se zdravotni péci a vede k
vice nez 5000 umrti rocné. V Mexiku je odhadem 450 000 piipadt infekce souvisejici se
zdravotni péci, 32 imrti na 100 000 obyvatel rocné.

Lécba pacientl stakto ziskanou infekci napiiklad v Anglii pfedstavuje rocéné az
1 miliardu liber, ve Spojenych statech se jedna o 4,5 mld $. V Mexiku ¢ini ro¢ni naklady na
lécbu 1,5 miliardy USD.

Pocet antimikrobidlnich - rezistentnich mikroorganismi v nemocnicich jako je MRSA
(Methycilin Rezistentni Staphylococcus Aureus) a VRE (Vankomycin - Rezistentni enterokoky)
stale nariistd a jejich 1écba je velmi obtiznd. Pacienti jsou postiZzeni zejména nozokomidlnimi
infekcemi. WHO [4] definuje zdravotni péci souvisejici s nozokomialni infekei takto:

Jedna se o infekci ziskanou v nemocnici u pacienta, ktery byl pfijat z jiného duvodu, nez je

infekce [5]. Jedna se o infekce ziskané v nemocnici, infekce objevujici se po propusténi a také

o profesni infekce u oSetiujiciho a dalsiho personalu nemocnice [6].
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Nasledujici ¢tyti typy infekei [4] jsou z vice neZ 80 % ve vSech zdravotnickych zatizenich:
e infekce urogenitdlniho traktu - obvykle spojena se zavadénim katétri: tvoii asi 35%
zdravotni péce spojené s infekei
e pooperacni infekce - jedné se o druhou nejvyssi frekvenci (cca 20%)
¢ infekce krevniho fec€isté v souvislosti s pouzitim intravaskulérniho zatizeni (cca 15%)

e pneumonie spojena s ventilatory (cca 15%)

Neékolik studii ukazuje vysokou uroven znecisténi ochranného odévu nemocni¢niho
personalu vancomycin resistentnimi enterokoky (VRE), znecCiSténi rukavic a stetoskopu,
kterymi jsou pacienti infikovani. Mezinarodni smérnice doporucuji, aby ochranny odév nosili
vsichni zdravotni¢ti pracovnici, kteti maji blizko ke kontaktu s pacientem, zafizenim nebo

materialem nemocnice.

2.2. Bakteridalni kmen Staphylococcus aureus a MRSA

Bakterie Staphylococcus aureus (dale St. aureus) se bézn¢ vyskytuje na kizi, na sliznicich v
nose a Ustni dutiné u mnoha zdravych jedinct, u kterych nevyvolava zadné nezadouci G¢inky.
Stafylokokové bakterie mohou byt pfi¢inou celé fady onemocnéni, vcetné koZnich infekcei
(obr. 1, obr. 2), infekei kosti, zapalu plic, zivot ohrozujicich infekci krve a mnoha dalSich. St.
aureus vyvolava infekci kuze a mékkych tkéni, zpomaluje hojeni dekubiti
a jinych chronickych ran. MlZe zplsobit septicky stav, ktery napf. u seniorti vétSinou konci

fatalné. U primarné ohroZenych skupin mize vyvolat pneumonii [7].

Obr. 1 - Horni koncetina s ranou napadenou bakterialnim kmenem St. aureus

(Zluta depozita v okoli rdany jsou typicka pro tento bakteridlni kmen) [8].
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MRSA

{Methicillin resistant Staphylococcus aureus)

® 2007 Medicine Net, Inc

Obr. 2 - Priklad tézce se hojici rany napadené rezistentnim bakteridlnim kmenem MRSA —

rdana po vycisténi — zbavend bakteridalni infekce [9].

Bohuzel se ukézalo, ze jeho nékteré izolaty produkuji toxiny zodpovédné za lokalni kozni

infekce, horecky a sled dalsich d&ja, které mohou vést k celkovému selhani organismu [10].

St. aureus je gram-pozitivni kokovitda bakterie. Systematicky patii do cCeledi
Micrococcaceae se dvéma rody (Micrococcus a Staphylococcus). Zaroven jde o velmi
adaptabilni bakterii. Pfesto, Ze ruce a nos jsou nejcastéjsi mista kolonizace, miizeme St. aurea
nalézt také v podpazi a tfislech. Odhaduje se, Ze ptiblizné 25% az 30% populace jsou nosici
St. aurea [11]. Tyto infekéni mikroorganismy byly popsany jiz v roce 1800. Siroké pouziti
penicilinu k 1écbé béznych infekci v roce 1940 rychle vyprodukovalo rezistenci této bakterie
na penicilin. Béhem let se u n&j dale vyvijela schopnost pifezivat 1é¢bu ostatnimi beta-

laktamovymi _antibiotiky rezistentnimi proti beta-laktamaze, véetné methycilinu,

dikloxacilinu, nafcilinu a oxacilinu.

V roce 1950 byla mira v nemocnicich penicilin-rezistentnich kmenti St. aureus pftiblizné
40% a postupné vzrostla na 80% na pocatku roku 1960 [90]. Methycilin semisynteticky
penicilin byl pfedstaven v roce 1960, ale Methycilin - Rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA) se jiz vyvinul béhem jednoho roku [12, 13].

MRSA (obr. 9) je definovana jako izolat St. aurea, ktery je rezistentni vici semisyntetickym
penicilliniim. Methycilinova rezistence u rodu Staphylococcus je zptisobena methycilin-

rezistentnim genem (mecA), ktery koéduje vyrobu penicilin-vazebnych bilkovin.

Irena Lovétinska-Slamborova Stranka 14


http://cs.wikipedia.org/wiki/Beta-laktamov%C3%A1_antibiotika
http://cs.wikipedia.org/wiki/Beta-laktamov%C3%A1_antibiotika
http://cs.wikipedia.org/wiki/Beta-laktam%C3%A1za
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Methicilin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Dikloxacilin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Nafcilin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Oxacilin&action=edit&redlink=1

Technickd univerzita v Liberci Habilitacni prace

V soucasné dobé¢ je rezistence staphylococcovych kmenii na methycilin zjiStovana testovanim
pomoci polymerazové fetézové reakce, kterd se pouziva ke zjisténi pfitomnosti mecA genu

[14].

2.3. Klasifikace MRSA
MRSA (obr. 3) je rozdélena do tii podtypt: HA-MRSA , CA-MRSA a LA- MRSA. B. [15].

Koky

- S

Obr. 3 - Mikroskopicky snimek kokovité bakterie MRSA [16].

a) MRSA spojena se zdravotni péci (HA-MRSA)

HA-MRSA (Healthcareassociated MRSA) je typicka u pacientt, ktefi byli nedavno
hospitalizovani (akutni péce, LDN, domovy senioril). Zvysené riziko ndkazy timto podtypem
plati pro star$i osoby, pro pacienty na jednotkach intenzivni péce, operacni stavy, dialyzy,
invazivni 1ékafské zakroky. Dulezitou roli pii ziskani ndkazy predstavuje stav imunitniho

systému a nasazeni Sirokospektralnich antibiotik [17,18,19].

b) MRSA spojena se spolecnosti (CA-MRSA)

CA-MRSA (Community-acquired/associated) je definovana jako infekce MRSA u osob,
které nejsou ohrozeny rizikovymi faktory vyse popsanymi [20]. Profil jednotlivci, kteti jsou
v ohrozeni CA-MRSA se vyrazné lisi od téch, ktefi jsou ohrozeni HA-MRSA. CA-MRSA, se
Casto vyskytuje u jinak zdravych jedincl, zvlaste¢ u téch, ktefi nebyli hospitalizovani
v uplynulém roce. Také byla zjisténa u specifickych podskupin, jako jsou déti ve Skolkach,
¢lenové sportovnich tymu, vézni, vojensky personal [21, 22]. Jiné skupiny, které¢ s CA-MRSA
infekci byly spojeny, jsou pivodni obyvatelé z Pacifickych ostrovil, z Aljasky, domorodi
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Ameri¢ané, homosexudlové, intravendzni uzivatelé drog a uzivatelé nadmérného mnozstvi
antibiotik [23, 24, 25]. Podminky, které piispivaji k pfenosu CA-MRSA jsou $patna osobni
hygiena, vzdjemné sdileni osobnich véci s nékolika jedinci, Spatné zivotni podminky
a nedostatek zdravotni péce [26, 27]. U relativné zdravych pacientl, byla CA-MRSA spojena
s tézkymi infekcemi kiize a mékkych tkani [24].

Cc) MRSA vyskytujici se u hospodarskych zvirat (LA — MRSA)
LA — MRSA (Livestock associated) je kmen MRSA vyskytujici se u hospodaiskych zvifat.

Prvni piipad MRSA byl zaznamenén ve Velké Britdnii jiz v roce 1961. V roce 1980 byl
lidskym patogenem viibec. I pfes vyvoj novych antibiotik je infekce MRSA zatiZena stéale
vysokou morbiditou i mortalitou.

V soucasnosti pisobi velké problémy v nemocnicich, pfedev§im na oddélenich JIP, kde
napadd oslabené pacienty jakéhokoliv véku a pohlavi. Perioperacni pracovnici tedy
predstavuji dilezity ¢lanek v prevenci vzniku a $iteni MRSA, proto jejich odborna skoleni
patii mezi moderni ptistupy ve snaze vymytit tohoto grampozitivniho koka.

Likvidace tohoto vysoce rezistentniho kmene se stdva obrovskym a celosvétovym
problémem. Proti tomuto bakteridlnimu kmenu v podstaté neexistuji ¢inna antibiotika. Pfi
vCéasné diagnoze existuje pomoc Vv podobé kombinace antibiotik vankomycinu
a streptomycinu. Uvedend antibiotika vSak maji fadu vedlejSich u¢inkd a v této kombinaci
jesté vice narusuji jiz tak oslabeny imunitni systém pacienttl.

Podle zavére¢né spravy, kterou v prosinci roku 2010 vydal Statni zdravotni ustav Ceské
republiky [28], se v souvislosti s poskytnutim zdravotni péfe v Ceskych nemocnicich
kazdoro¢né nakazi infekci az 264 tisic hospitalizovanych, tedy 12 % pacientd. Jednd se
zejména o infekce respira¢niho a urogenitalniho traktu nebo zanétlivd onemocnéni, zejména
pooperacnich ran. Tyto infekce ma na svédomi piedevSim bakterialni kmen MRSA. Na
jednotkach intenzivni péée v CR je nakazena &tvrtina nemocnych. V. CR jsou infekce
zpisobené bakteridlnim kmenem MRSA monitorovany od osmdesatych let 20. stoleti.
Naptiklad Brnénsky Masarykiiv onkologicky ustav dostal na rok 2011 z evropskych fonda
¢tyfi milidny korun na projekt s ndzvem ,,Prevence nozokomidlnich infekci®. Projekt je
zaméfen na tii oblasti zlepSeni hygienickych podminek. Jednou z téchto oblasti je prave

rychly zachyt a analyza multi-rezistentnich kmenti odolnych vi¢i antibiotikiim [28].
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V listopadu roku 2010 byla v Lékaiskych listech [29] uvefejnéna statistika nartstu poctu
invazivnich kment typu St. aureus a MRSA v ¢eskych nemocnicich v letech 2000-2008
(tab. 1). Béhem téchto let byl zaznamenan nardst bakterialniho kmene MRSA o 10 %.

Tab. 1 - Podil MRSA izolatii na vyskytu invazivaich kmenii St. aureus v CR [29].
Rok 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008

Pocet invazivnich
515 | 1074 | 1168 | 1387 | 1444 | 1553 | 1520 | 1656 | 1715
kmenu St. Aureus

% MRSA 43 |1 59 |59 |61 | 85 |129 123|129 | 14,3

Dle dalsi publikované studie se v roce 2010 ve Velké Britanii nakazilo az 12% pacientt
bakterialnim kmenem MRSA bé&hem 1é€by v nemocnici [30]. Tato patogenni bakterie se mize
Sifit mnoha riznymi cestami. Vzduchem, vodou, jidlem ¢i kontaktem s kontaminovanymi
povrchy. Klasické dezinfekéni postupy nelze aplikovat komplexné na celé prostory JIP
oddéleni nebo operacnich sali. Dostupné fyzikalni (para, vysoka teplota, ozafovani)
Protoze jsou onemocnéni zpiisobend timto bakteridlnim kmenem jen velmi obtizné 1éCitelna,
zékladni podminkou je to, aby byl ve zdravotnickych zatizenich tento bakteridlni kmen uplné
eliminovan. Zaroven je tieba zdaraznit, ze 1écba takto postizenych pacienti je velice
nakladna, zdlouhavé a diky tomu, Ze jsou postizeni pfevazné oslabeni jedinci, mohou se pfi

1é¢bé vyskytnout i mnohé komplikace, které mohou vést ke smrti pacienta.

2.4. Rezistence bakteridalniho kmene MRSA vii¢i dostupnym antibiotikiim
Primarnim problémem 1éCby je rezistence tohoto bakterialniho kmene. Rezistence vici
antibiotikim byla poprvé popsana pied témét Sedesati lety a stala se dileZitym tématem
v roce 1960, kdy byla zjiSténa rezistence plasmidi. V té dobé vSak stale prevladal pokrok ve
vyvoji a zavadéni novych antibiotik. Tato situace se zménila na zacatku roku 1990, kdy
nastala rezistence nékolika patogennich bakteridlnich kment, a vté dobé pouzivana
antibiotika zacala byt na né neucinna [31]. Patogeny odolné vuci antibiotikim se staly
dilezitou a rostouci hrozbou pro veifejné zdravi. Rezistence obecn¢ vznikd na staré i nové
typy antibiotik. Proto je nutné, aby farmaceutické firmy stale vyvijely nové a¢inné latky.
Existuje primarni rezistence, kterd piedstavuje pfirozené vlastnosti mikroorganismu.

Sekundarni rezistence (ziskana mutaci) vznika nevhodnym zachazenim pacienta s antibiotiky
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(nedobrani celé davky, nedodrzeni davkovani,...) nebo predepsanim antibiotika na virova
onemocnéni (Casto na vyslovnou zadost samotného pacienta). Poslednim typem je zkiiZzena
rezistence, kterd vznika proti celému spektru bakterii.

WHO v roce 2001 vyvinula globalni strategii pro omezovani antimikrobialni rezistence
[32]. Molekularni mechanismy rezistence tohoto bakterialniho kmene byly podrobné
zkoumany [33, 34]. Vznik a Sifeni (MRSA) nozokomialnich infekci vedly k vytvofeni
zna¢ného poctu doporuceni pro kontrolu infekce a omezovani antibiotické rezistence.
Evropska antimikrobidlni podpora systému Surveillance (EARSS) ukazala, ze uspéch pfi
kontrole MRSA byl nejvétsi ve statech Dansko, Finsko, Nizozemsko [35, 36, 37]. Uvedené
staity dodrzuji pfisné zasady pro kontrolu infekei, vcetné aktivniho sledovani kultur
k identifikaci kolonizovanych pacienti.

Diky vyzkumu a statistickému sledovani je znam mechanismus vzniku rezistence tohoto
bakteridlniho kmene k antibiotikim i jeho zplisob Sifeni, je zndmd i UCinnost dozoru
a prislusné postupy kontroly infekci [38]. K dispozici je také rozsahla literatura
o doporucenich pro pouZzivani antibiotik [39].

Pted vice nez 30 lety byly MRSA kmeny identifikovany jako hlavni zdroj nozokomidalnich
infekci. MRSA je povaZovana za vyznamnou sekundarni pfi¢inu amrti. Bakterie MRSA jsou
nyni rozsitené v celé¢ Evropé, zacina se hovofit o "EURO pienosu infekce ". Problém muze
jeste zhorsit liberalni uzivani antibiotik.

Dle studii spole¢nosti Paula Ehrlicha pro chemoterapii ve stfedni Evrop& vyplyva, Ze narust
vyskytu MRSA se zvysil z 1,7% v roce 1990 na 20,3% v roce 2001. Vyskyt MRSA
evropskych zemich (Dansko, Finsko, Nizozemsko) zlstal ve stejném obdobi na nizké trovni
(cca 1,8%). Pocty MRSA v némeckych nemocnicich se zna¢né 1isi v celé zemi (rozsah : <1%
- 30%). Japonsko ma vyskyt MRSA > 50 %. Vyskyt MRSA v Latinské Americe se pohybuje
mezi 26 — 50%. Vyskyt MRSA v celosvétovém méfitku dokresluje nize uvedend mapa
(obr. 4).
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Obr. 4 - Rozsireni MRSA v evropskych zemich v letech 2006 — 2009 [40].
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2.4.1. Nové typy antibiotik

V poslednich 40 letech byly vyvinuty pouze Ctyfi nové tiidy antibiotik. Svétova
zdravotnicka organizace predpovida katastrofy v disledku rychlého, nekontrolovaného
narustu antibiotické rezistence. Rezistence viici antibiotikiim, ale nemtze byt odstranéna sama

o sob¢. Je tieba rychle zajistit trvalou podporu vlad a primyslu na vyvoj novych 1ékti a hlavné

zabranéni Sifeni infekce a nakazeni pacientt. Pies stale se zvySujici rezistenci vuci

antibiotikiim, farmaceutické firmy snizuji vyzkum antibiotik a v disledku toho je méné

novych antibiotik schvalovano (obr. 5)

Antibictic-resistant ()%
[ ]
]

D 1 1 1 1 1 1
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

*Proportion of clinical Isolates that are esiEtant to antibkstic. MRSS, methicilin-reslstant
Staphyococcus aureus. VRE, vancomycin-resistant Enterococcus. FQRE uoroquinckone-resistant
P38 U0NTINGS 267 UgIN0Sa.

paacudde sHIQIIUE JO JSUUNE -

Obr. 5 - Pocet schvalenych antibiotik statistika z dubna roku 2011 [41].

Finan¢ni prostiedky pro biotechnologické spolecnosti jsou rizikovym kapitdlem a statni
dotace nemohou pokryt veSkeré naklady na vyvoj a testovani 1€kii, které se dostanou do ob&hu
a na které se muize objevit rezistence. Mnoho velkych farmaceutickych spole¢nosti proto
opustilo vyzkum a vyvoj antibiotik. Pouze nékolik z nich je schopno registrovat a uvadét na
trh nové slouceniny (preparaty). ReSeni byla diskutovédna v poslednim desetileti, ale zadna
konkrétni opatieni nebyla pfijata. Pfed koncem roku 2011, vlada USA a Evropska unie (EU)
byly nuceny tuto problematiku fesit pravnimi piedpisy.

Zhruba 2 miliony pacientli v EU se ro¢né€ nakazi nemocni¢ni infekci (z toho 175 000 na ni
zemie). Rezistence vici antibiotiklim se stala globalni zdravotni krizi, vyZzadujici globalni
feSeni, jinak se vyznam jednoho z nejcennéjSich védeckych objevii dvacatého stoleti

(penicilinu) ztrati v jednadvacatém stoleti.
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V roce 2010 se na trhu objevila tfi antibiotika, ktera maji baktericidni ucinek proti MRSA,
VRSA a dal§im patogennim kmenim. Jednd se o DAPTOMYCIN (lipopetid). DalSim
vyvinutym antibiotikem je analog tetracyklinu TIGECYKLIN (odvozeny od minocyklinu),
ktery puasobi i proti dal$im patogennim kmentm (Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanii). Tretim antibiotikem je COLISTIN (cyklické polypeptidové
antibiotikum ze skupiny polymixinit). Byl prokazan baktericidni ucinek proti Pseudomonas
aeruginosa, MRSA, VRSA, Acinetobacter baumanii, Proteus sp. a Seratia marcescens.
Otéazkou ale stale zlstava, jak dlouho budou tato nové antibiotika G¢inna proti témto stale

mutujicim bakterialnim kmentm.
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3. Antibakterialni vrstvy

Rada vyzkumnych center a laboratoii po celém svété se proto snazi vytvofit takové
materidly, které by vykazovaly bakteriostaticky (zamezily mnozeni bakterie) nebo

baktericidni (usmrceni bakterie) uéinek.

3.1. Historie a vyznam nanovrstev

Bioaktivni materialy ve formé nanovrstev jsou v poslednich 20 letech intenzivné
zkoumany. Bioaktivni nanovrstvy se staly tématem pomérné rozsdhlého poctu publikaci
zejména V poslednich sedmi letech. Nicméné dodnes V podstaté stale neexistuje piesna
definice pojmu bioaktivni nanovrstva.

Pouzivany termin biocer (biologickd keramika) charakterizuje anorganické nanomaterialy
S pevné vazanymi biologickymi komponentami jako jsou enzymy, proteiny nebo buiky
[42-49]. Nové kompozitni materialy jsou piipravovany S pevné fixovanymi bio slozkami
pfimo v anorganickych xerogelech. Timto zptuisobem ziskavaji ptislusné materialy biologické
funkce, které jsou stalé nebo docasné.

Komplexnégj$i definice, pojmu bioaktivni nanovrstva, charakterizuje typy nanovrstev, které
vykazuji urcity druh biologické funkce, kterou nevykazuji Cisté biologické materialy. Tato
definice muZe zahrnovat také anorganické bioaktivni slozky jako je stfibro vykazujici
antimikrobialni vlastnosti [50], oxid titanicity interagujici s biotinem a proteiny [51] nebo
aluminosilikaty zkvalitiujici biokompatibilitu [52].

Modifikované nanosoly obsahujici organické komponenty predstavujici dalsi typy
bioaktivnich nanovrstev. Pfikladem modifikace povrchu pomoci uvedenych soli jsou
poly(ethylenglykoly) slouzici k prevenci bio znecisténi. Bioaktivni latka (molekula) mtze byt
cela pevné fixovand do nanovrstvy. Jednd se napfiklad o proteiny nebo glykosaminy
zlepSujici biokompatibilitu potahovanych materiald pro antimikrobidlni polymerni povrchy
[53-57].

Velmi zajimavé je uplatnéni bioaktivnich nanovrstev pro textilni materialy pouzivané
k pfimému kontaktu s pokozkou (obvazy, spodni pradlo, lozni pradlo). Bioaktivni latky, které
nejsou pevné fixovany, se mohou uvoliovat do okolniho média a interagovat s biologickym
systtmem [58]. V tomto piipadé¢ hraje dulezitou roli pro aktivni biomolekuly matrice

nanosolu. Typickym piikladem jsou nanovrstvy postupné uvoliujici antimikrobialni
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slouceniny nebo systémy kontrolovaného uvoliiovani 1éciv [59, 60]. Dulezitou podminkou pro
ptipravu takovychto systémil je pfizplsobeni a stanoveni rychlosti procesu uvoliiovani. Proces
uvolnovani musi byt dostate¢né rychly a garantujici efektivnost. Zaroven je nutné, aby systém
uvolnoval 1é¢ivo plynule. Tyto aplikace postupného uvoliiovani antibakteridlnich latek jsou
vhodné 1 na textilni substraty, kde plsobi stejnym mechanismem — béhem prani ¢i noSeni
antimikrobialni vrstvy, také nazyvané jako samosteriliza¢ni vrstvy [61] nebo jako hygienické
vrstvy [62].

Usazovani mikroorganismi na textiliich ma nékolik davodd. Jednim =z nich je
strukturovany povrch tkaniny nebo pleteniny, ktery umoziiuje velmi dobrou adhezi
mikroorganismi. Vlhké prostiedi, které je zajiSténo vznikem potu na pokozce uzivatele
textilniho vyrobku, zaruCuje vhodné prostfedi pro jejich mnozeni. S ohledem na teplotu
a vlhkost textilie pii kontaktu s pokozkou jsou tedy mikroorganismiim poskytovany optimalni
podminky pro jejich riist. Antimikrobidlni vrstvy na textiliich mohou slouzit jako prevence
proti degradaci textilnich vlaken a zaroven redukovat Cetnost bakterii. Tim sekundarné
potlacuji tvorbu zdpachu spojeného s mikrobidlni degradaci, chrani pokozku uZzivatele
a zabranuji pfenosu a S$ifeni patogent [63, 64]. Ekonomicky a ekologicky vyznam
antimikrobialnich Uprav textilnich materialti je proto velmi dtlezity. Antimikrobidlni Gipravy
nachazeji uplatnéni u armadniho obleceni, zdravotnickych textilii, lozniho povleceni,
sportovniho a spodniho pradla [65].

Specialni uplatnéni nachazeji antimikrobialné upravené textilni materialy v oblasti
zdravotnictvi. Predpoklada se, Ze tyto textilni materidly se budou pravdépodobné podilet na
snizeni rozSifovani multirezistentnich bakterialnich kment (pfedevsim MRSA). V souvislosti
s vyskytem té€chto patogennich bakteridlnich kment neustale rostou naroky na zlepSeni istoty
prostiedi Vv nemocnicich [66]. Antimikrobialni tGpravy pro obleeni zaméstnanct
V nemocnicich nebo upravy loZniho pradla, zejména na oddélenich JIP ¢i operacnich salech,
by mohly byt dilezitou ¢asti garance hygienickych podminek [67].

Komeréni produkty, které jsou v soucasnosti dostupné, jsou vyrabény ze specialnich
vldken s pevné fixovanymi organickymi biocidnimi latkami jako jsou bis fenoly, nebo
inkorporované stiibro, pfipadné chitosanova vlakna [68, 69]. Xu a kol. 2006 provedli
bakterialni testy na bavin¢ oSetiené TiO, hydrosolem. Béhem ozafovani UV A doslo
k redukci kmenut St. aureus a Escherichia coli az o 95%. Antimikrobialni efekt byl zachovan

1 po 50 pracich cyklech.
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Dlouhodoba antimikrobialni ochrana textilii mize byt realizovéna, jestlize se pouziji
nedifundujici antimikrobialni slozky v kombinaci s anorganickym solem. Nedifundujici
systémy se realizuji pfimou kovalentni vazbou biocidu k matrici nanosolu nebo kompletnim
pevnym fixovanim biocidniho polymeru [70, 71]. Antimikrobidlni efekt téchto materialt je
vysvétlovan tak, ze kladny nadboj ¢asti biocidniho aditiva interaguje s negativné nabitou
bunécnou membranou, dochazi nasledn¢ K inhibici proteosyntézy a vzniku intracelularnich
shlukd, které vedou k zaniku bakterialni bunky [72, 73].

Je zndmé, Zze v mnoha piipadech tvar povrchu biocidniho substratu silné ovliviiuje jeho
aktivitu. Ovlivnéni biocidni aktivity bylo publikovano u sol-gel vrstev obsahujicich kvarterni
amoniové slouceniny [74]. Velice vyznamnym biocidem je stiibro a dalsi kovy. Doposud bylo
popsano mnoho ruznych metod, zabyvajicich se piipravou nanovrstev modifikovanych
stiibrem [75-79]. Nanocastice kovového stiibra [80, 81] nebo stiibra [82], ptipadné kovovych
oxidii (ZnO), efektivné ni¢i mikroorganismy. Bavlna nebo polyester, které byly oSetfeny
nanocasticemi stiibra, dajné vykazuji excelentni antimikrobidlni efekt proti G+ a predevsim
G- bakteriim. Jak uvadi studie Lee a kol., mnozstvi Ag® iontl jiz od 0,006 do 0,5 ppm
efektivné zabranuje bakterialnimu rastu [83]. U textilnich aplikaci je dulezity zpisob
uvoliiovani Ag" iontd. Rychlé uvoliiovani miize zpisobit iritaci pokozky a snizovat Zivotnost
produktti. Rychlost uvolnovani je tedy velmi dualezitou vlastnosti, ktera se sleduje i pfi

procesu prani (stabilita pfi pracich cyklech).

3.2. Soucasny stav problematiky

3.2.1. Oxid titanicity — charakteristika a vyznam

V soucasné dobé se jevi jako jedno z velmi perspektivnich feSeni pro ochranné povlaky
pouziti oxidu titanicitého (TiO,) ve formé prasku, zabudovaného do poréznich kompozitnich
vrstev nebo pouziti nanoc¢astic oxidu titani¢itého na rizné materidly.
Oxid titanic¢ity je velmi stabilni slouCenina, vyskytujici se v krystalickém stavu ve trech
krystalovych modifikacich, kterym odpovidaji tfi rizné mineraly: rutil, anatas a brookit
(obr. 6).
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Prirodni podoba Prirodni podoba Prirodni podoba
rutilu [84] anatasu [85] brookitu [86]

Obr. 6 - Krystalové modifikace oxidu titanicitého [84, 85, 86].

vvvvvv

naproti tomu brookit, ktery méa ortorombickou krystalickou strukturu, se v primyslovych
produktech nevyskytuje. Rutilovy typ se pouziva ptevazné v prumyslovych vyrobcich (napf.
barvy). Anatas vykazuje obvykle vyssi fotoaktivitu nez rutil. Oxid titani¢ity se ¢asto pouziva
jako pigment. Dlvodem je jeho vyrazny jas a velmi vysoky index lomu (n = 2,7). TiO;
pohlcuje UV zéfeni a pfeméiuje jej na neSkodné teplo. V praSkové formé vyrazné rozptyluje
svétlo a ma vysokou opacitu. Jako pigment zajist'uje bélost a neprihlednost barev, povlaku,
plastl, papiru, inkoustt, potravin, kosmetiky a 1é¢iv (napf. tablet, ¢i zubnich past) [87, 88].
TiO; je jeden znejvice povrchové fotokatalyticky aktivnich materiald majici vysokou
fotokatalytickou aktivitu, silné oxida¢ni schopnosti a dlouhodobou stabilitu [89, 90, 91].
Chemicka katalyza je zména rychlosti chemické reakce zpuisobena latkami, které se reakci
chemicky nezméni. Katalyzator se béhem reakce nespotiebovava, Gcastni se tvorby nestalych
meziproduktd, které se dale rozpadaji za vzniku produktu a katalyzatoru.

Ruzné typy fotokatalytickych materiali na bazi (TiO,, ZnO, CdS a ZnS) byly Siroce
studovany jiz od roku 1972 Fujishimou a Hondou [92].

TiO, muze generovat silnou oxidaci, po osvitu UV zafenim s vinovou délkou mensi nez
365 nm. Fotonovou energii generuje par elektron dira na TiO, povrchu [93, 94]. Dira ve
skupin¢ valence pak muze reagovat s vodou nebo ionty OH™ adsorbovanymi na povrchu
a produkovat hydroxylové radikaly (OH'). Elektrony v pasmu vodivosti mohou redukovat O,
a produkovat ionty (Oy).
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Na obr. 7 je zobrazen princip fotokatalyzy TiO2. Piedpoklada se, ze probiha v téchto

zékladnich krocich:

1. Absorpce UV-A zafeni s vinovou délkou mensi nez 388 nm

2. Excitace elektront z valen¢niho do vodivostniho elektronového energetického pasu
ptes zakazany pas 3,2 eV

3. Vznik part elektron-dira

4. Reakce elektroni s akceptory elektronti a redukce této latky (pfedevsim s molekulami
kysliku za vzniku superoxidovych aniontd (*O2-)

5. Reakce ,,dér* s donory elektronti a oxidace této latky (pfedevsim s molekulami vody za
vzniku hydroxylovych radikald (¢OH)

6. Reakce siln¢ reakénich produktti — radikali — s organickymi latkami a mikroorganismy

7. Rozklad organickych latek a mikroorganismii
hv (UV-A zareni) Al
Redukce

A+e - A
pr..0,+e— 0O

Vodovostni pas ()

|

LA

I
i
i
% 1 Zakazany S
ol ' 32eV 1 pas
& | : l Oxidace
1 D+ h+ s D+‘
Valenéni paS ("l') pr-: H2o +h"-— OH+H

Obr. 7 - Princip TiOz2 fotokatalyzy [ 95 ]

Je znamo pouziti TiO, jako fotokatalyzatoru pro rozklad organickych sloucenin,
mikroorganismu, viri nebo nadorovych bunék [96], jakoz i jeho potencidlni vyuziti pro
sterilizaci zdravotnickych prosttedkill, potravin, €isténi povrchu, vzduchu (klimatizace filtry)
a sanitarnich ploch [97, 98, 99].

V literatufe je popsano mnoho zpisobu fixace oxidu titanicitého. Jedna se o sol-gel metody
[100, 101, 102], metody naprasovani [103, 104, 105], dal$i moznosti je depozice oxidu
titani¢itétho pomoci iontového svazku — IBAD [106], fixace chemickou depozici CVD

[107-112] nebo plazmochemicka depozice z plynné faze [113-115].
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Vyhodou vsech fotokatalyzatort, véetné oxidu titani¢itého, jsou antibakterialni schopnosti
[116, 117], biokompatibilita [118] a samodistici funkce [119], které spocivaji v jejich Setrnosti
k zivotnimu prostfedi, sebe-regeneraci a dlouhé trvanlivosti. Matsunaga a kol. jiz v roce 1985
publikovali studii o schopnosti fotokatalyzatori usmrcovat bakterie. Jednalo se o prvni

zpravu, ktera informovala o antibakterialnich G¢incich fotokatalyzatora [120, 121].

3.2.2. U&inky TiO, ve formé vrstev

Fotokatalytické a antibakteridlni ucinky vrstev TiO, byly studovany v rozsahlé studii
Chi-Jen Chunga a Chung-Chein Chianga [122]. V této studii bylo prokazano, ze uvedena
vrstva TiO, je netoxicka, vykazuje vysokou katalytickou aktivitu a silné tzv. samocistici
schopnosti. Pfi¢inou samocisténi TiO, vrstev je jemné nanostrukturovany povrch, na némz se
neudrzi Castice necistot, které jsou po ozafeni strhavany kapkami vody. Nanopovlaky se
V soucasnosti pouzivaji na skle nebo keramice, kde neulpiva Spina, mastnota, vodni kamen ani
otisky prstd. Primarnim vyuzitim jsou specidlni obkladové materialy a dlazdice, dale sanitarni
keramika a skla sprchovacich koutti [123]. Skupiné Chunga a Chianga se podafilo vytvofit

TiO, vrstvu s antibakterialnimi u¢inky a uspokojivymi mechanickymi vlastnostmi.

3.2.2.1. Princip antibakteridlniho fotokatalytického ucinku TiO, vrstev

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, antibakteridlni fotokatalyticky u¢inek TiO; vrstev spociva
V ozafeni vrstvy S oxidem titani¢itym pomoci UV zafeni. Principem je pohlceni UV zéfeni
(nejucinnéjsi je UV zéfeni s vinovou délkou nizsi nez 365 nm) oxidem titanicitym, ktery UV
zéateni pfeméni na neSkodné teplo. Ozafenim vzniklé hydroxylové radikély jsou velmi silné
antioxidanty a likviduji koenzymy a enzymy v dychacim fetézci mitochondrie nebo pifimo
inhibuji replikaci DNA bakterie (obr. 8). Vysledkem je zamezeni mnoZeni bakterii, tedy

nastava bakteriostaticky efekt.
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pilus plasma membrane DNA in nucleoid

bacterial flagellum

capsule cell wall | cytoplasm with ribosomes

Obr. 8 - Stavba bakterialni bunky [124].

Obecné volné radikély jsou atomy nebo slou€eniny charakteristické tim, Ze obsahuji jeden
nebo vice volnych elektronti. To z nich €ini latky agresivni, které v Zivém organismu (butice)
vychytavaji jiné molekuly, se kterymi interaguji. Atakuji tak buné¢né membrany, deaktivuji
nekteré dalezité enzymy a zhorsuji fyziologické funkce buiiky. Za normélniho stavu je tvorba
volnych radikali pod kontrolou antioxidacniho systému, jehoz dualezitymi slozkami jsou
ptirozené antioxidacni enzymy superoxid dismutaza, glutation peroxiddza a dale vitamin E.
[125-128].

Antibakterialni efekt fotokatalyticky aktivnich TiO; vrstev byl studovan také na textilnich
substratech a nanovlaknech, které by se mély uplatnit jako obvazovy material Cistici hnisavé

a tézce se hojici rany [129 - 134].

3.2.3. U¢inky TiO, ve formé& nano&astic

Fotokatalytické a antibakterialni vlastnosti nanocastic oxidu titanic¢ité¢ho jsou jiz del§i dobu
znamy, jejich praktické vyuziti vSak narazi na n€které problémy. Jednim z hlavnich problémt
je jejich stabilni imobilizace na vhodné substraty bez ztraty fotokatalytickych
a antibakterialnich vlastnosti. Klasické natérové systémy na organické bazi jsou vétSinou
fotokatalytickym pasobenim rozrusovany a dochazi k uvolfiovani nanocéstic oxidu
titani¢itého. Fotokatalyze odolné anorganické systémy (napf. vrstva oxidu kifemicitého
pfipravend metodou sol-gel) zase plsobi snizeni fotokatalytické aktivity nebo Spatnou
mechanickou odolnost [135].

Fotokatalytické vrstvy oxidu titanicitého pfipravené metodou CVD jsou vyrobné drahé, ¢asto

vvvvvv

Irena Lovétinska-Slamborova Stranka 28



Technickd univerzita v Liberci Habilitacni prace

Jednim z ptikladt uspésné aplikace nanocastic TiO, jsou nano-anatasové TiO, prasky, které
maji pomérné vysoké specifické plochy a jsou tedy Casto pouzivany k odstranéni organickych

latek z vody [121].

3.2.4. Priprava hybridnich a nanokompozitnich vrstev metodou sol-gel
Jak jiz bylo uvedeno, zpisobi fixace oxidu titani¢itého je n¢kolik. Tyto metody jsou rizné
narocné, ale pro praktické aplikace je primarnim hlediskem cena metody. Z tohoto diivodu se

mi jevi jako jedna z optimalnich metoda sol-gel, které se primarné ve své praci vénuji.

3.2.4.1. Zikladni charakteristika sol — gel metody

Metody sol-gel 1ze stru¢né charakterizovat jako specialni proces vyroby skla a keramiky
pii pokojové ¢i mirn¢ zvysSené teploté. To je v pfimém protikladu k tradicnim metodam
vyroby skla a keramiky, vyuzivajicim teplot Casto vysoce pies 1000 °C. Zvlast¢ vzhledem
k mnohostrannym praktickym aplikacim se metody sol-gel staly samostatnou a velmi
obsahlou disciplinou, dolozenou pocéetnymi literarnimi zdroji [136-140] a konferenénimi
ptispévky [141-143]. V roce 2003 byla zalozena ,International Sol-Gel Society* [144],
sdruzujici vSechny zajemce o tuto tématiku a spravujici velmi obsahlou databazi uzite¢nych
informaci.

Pocatek z4jmu o metody sol-gel 1ze polozit do prvni poloviny devatenactého stoleti, kdy
Ebelmen a Graham roku 1845 publikovali své studie o silikagelu, jak je uvedeno v pracich
napiiklad Hencha [141], Dimitrieva a kol. [145] nebo Jesenaka [146]. Moderni historie metod
sol-gel spada do obdobi pocatku 90. let 20. stoleti. V tomto obdobi nastal obrovsky rozvoj
metod pfipravy organicko-anorganickych hybridnich material [147]. Specialistim
z Fraunhofer-Institut fiir Silicatforschung (ISC) ve Wirzburgu se jako prvnim podafilo
pfipravit hybridni organicko-anorganicky material pod nazvem ORMOCER (Organically
Modified CERamic) [148]. Podobnym materialem je take hybridni organicko-anorganické
sklo ORMOSIL (Organically Modified SiLicate) [149]. Od anorganickych a hybridnich
materialt vedla Jiz piima cesta k fadé dalezitych vyrobkil
a technologii jako jsou napiiklad sklenénd a keramicka vldkna, brusné prasky, nejriiznéjsi
vrstvy a povlaky [150].

Diivodem pro vyuziti metod sol-gel je predevSim vysoka Cistota a homogenita produktii

1 podstatné niz8i teplota pouzivand pii vyrob€. V poslednich 20-30 letech jsme svédky
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obrovského rozmachu této metody. Jednim z diivodl je nepochybné pokrok v samotné
metod€ sol-gel a hloubce jejiho poznani. Tento fakt pfimo souvisi s vyuzitim pokrocilych
analytickych metod jako je nukledrni magneticka resonance (NMR), rozptyl rentgenovych
paprskiu pod malym thlem (Small-Angle X-ray Scattering SAXS), Ramanova spektroskopie,
rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS), diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC),
dielektrickd relaxacni spektroskopie (DRS) a fada dalSich, které byly vyvinuty nebo rozvinuty
Vv poslednich tficeti letech.

Pouzivanych metod sol-gel je vzhledem K jejich technologickému vyznamu velké
mnozstvi. Rychla sol-gel technologie je definovana jako metoda pfipravy ,,silnych tenkych”
vrstev (1 um az stovky pum), které se pii piipravé nesrazeji, nepraskaji a obsahuji malo
residualni organické hmoty (okolo 20 %). Vlastni metoda je velmi rychla (né€kolik minut)
S naslednym vytvrzenim (tepelné — nékolik hodin, UV — nékolik minut). Vznikly materiadl ma
vyborné optick¢é a adhesivni vlastnosti, navic je tepeln¢ staly. Vychazi se ze smési
alkylalkoxysilanti a tradi¢nich alkoxidt. V naprosté vétsiné ptipadii se pracuje v uzavienych
nadobach bez pridavku alkoholu. Cilem je provést reakci vSech pouzitych vychozich latek
a odstranéni vétSiny nezddoucich produkt (voda, alkoholy) pfed vytvorenim gelu. Ziskany
material je stale ,,roztokem®, byt obsahujicim pouze okolo 4 % kapalné faze. Vysledkem je
viskozni pryskyfice, kterou lze dale zpracovat vytvrzenim ve forméch, nebo ziedit
a dlouhodob¢ skladovat [151]. Do stavu findlniho vyrobku se pfevede vytvrzenim zvySenou
teplotou ¢i UV zafenim, ¢emuz muize predchazet tvorba vrstev znamymi technikami (dip-
coating a spin-coating). V principu lze takto pfipravit produkty s vlastnostmi plynule

pfechazejicimi od silikonové pryze az ke klasickému sklu.

3.2.4.2. Pojmy sol a gel

Sol je v podstaté tekuty koloidni roztok, ktery obsahuje homogenni dispergované Castice
koloidnich rozmért. Soly je mozné ptipravit bud’ z hrubé disperznich suspenzi zmensSenim
¢astic tuhé latky, nebo reakci dvou piipadné vice pravych roztokd. U metod sol-gel se vyuziva
druhého pfipadu. Terminologicky se mohou liSit soly na zdklad€ toho, jaky typ kapaliny
obsahuji. V pfipad¢, Ze obsahuji vodu, oznacuji se jako hydrosoly, pokud obsahuji organickou
kapalinu, jedna se o organosoly. Soly jsou vyznamnym mezi¢lankem pfi pfipravé mnohych
dulezitych latek a meziproduktem pfi ptipravé gelu [152].

Gely jsou pevné elastické latky tvorené kontinudlni polymerni siti, jez tvofi tuhou kostru

gelu a kapalnou slozkou, ktera je distribuovana v pérech a kanalech, taktéz vytvarejicich
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vzajemn¢ propojeny systém. Fyzikalné-chemické vlastnosti geli jsou zavislé nejen na
chemické podstaté obou hlavnich slozek, ale i na jejich vzajemném hmotnostnim, respektive
objemovém pomeéru. Obsah tuhé slozky mize byt vysoky, naptiklad nad 50 obj. %, v takovém
piipadé gel mize piedstavovat latku s relativné dobrymi mechanickymi vlastnostmi. Na druhé
strang, nizky obsah tuhé slozky, napiiklad méné& jak 10 obj. %, snizuje mechanickou odolnost

gelu, ale zvySuje jeho elasticitu [152].

3.2.4.3. Charakteristika organicko-anorganickych hybridnich materidlit

Hybridni materidly, které obsahuji alkylalkoxysilany se ¢asto oznacuji nazvem ORMOSIL
nebo ORMOCER. Vedle téchto dvou hlavnich nazvi literatura uvadi i dalsi alternativni nazvy
CERAMERS (ceramic polymers) a POLYCERAMS (polymeric ceramic materials) stejné
jako termin ,,hybridni anorganicko-organicky material® [153]. Vyznamy vSech téchto nazva
se do jist¢ miry piekryvaji. ORMOSILy a ORMOCERy se n¢kdy definuji také jako
organicko-anorganické hybridni kopolymery patiici do takzvané II. Ttidy hybridnich
materialdi, u nichZ jsou anorganické a organické segmenty spojeny pomoci kovalentnich

vazeb [154].

Tab. 2 - Priklady struktur prekurzori (Typ 1.-1V.) pouzivanych pro syntézy cisté
anorganickych a hybridnich materidlii (vrstev) [154].

Prekwzory Prelwrzory (Tyvp IV)
(Iyp I) (TypI) ¢ o
 d (ROJSi M(}er Y2
.-1_(! — 1}__- },_\3 _u\___\\ H,

3 3-Methalavloxypropylsilan

1 { {
)
O l Al
/ \ o AL

(ROYS T 07 CH—CH,

Si-alkoxid Al-alkoxid Zr-alkoxid 0

Epoxysilan
Prekwzory (Typ III) (ROKST " """NH,
3 s - Asi
- UI_:bl—ng}\} (RONSi— CH Aminopropylsilan
S -

(RO 51 CH-
Fenylsilan Methylsilan - o
. . Vinylsilan
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3.2.4.4. Priprava hybridnich materidlu (vrstev)

Zéakladnimi  vychozimi surovinami pro pifipravu hybridnich materidli jsou
alkylalkoxysilany, které ve svych molekulach obsahuji jednak hydrolyzovatelné kovalentni
vazby typu C-O-Si, tak proti hydrolyze stabilni kovalentni vazby typu Si-C. Proto vazby typu
Si-C zistavaji zachovany pii mirnych podminkach pfipravy a tepelného zpracovani i ve
vysledném produktu. V silanech jsou na atomu kiemiku celkem c¢tyii kovalentni vazby.
Vychozi alkylalkoxysilany mohou vedle minimaln¢ jedné hydrolyzovatelné alkoxyskupiny,
kterd zajistuje zapojeni do anorganické sité, obsahovat také jednu az tfi organické skupiny
svazbou Si-C. Ty mohou byt nereaktivni (typ III.) nebo reaktivni (typ IV). Nereaktivni
skupiny modifikuji svoji pfitomnosti vlastnosti vysledného materidlu, aniz by podléhaly
dal§im reakcim. Az za drastickych podminek, napt. za vysokych teplot, mohou byt rozlozeny
[155, 156]. Na druhé strané, reaktivni skupiny jsou schopny dal$ich specifickych reakeci,
napiiklad vazat organické molekuly (barviva) ¢i jiné Castice (nanocastice raznych oxida)
prostfednictvim reakeci s jejich funkénimi skupinami [156]. Nejdilezitéjsi vlastnosti
reaktivnich organickych skupin je vSak schopnost zapojeni do polymerizacnich nebo
polykondenzacnich reakci za vzniku komplementarni organické polymerni sité.

Prvnim krokem pfipravy hybridnich materidli sol-gel metodou je obecné utvareni zakladu
anorganické sit¢ fizenou hydrolyzou vazeb C-O-Si (obr. 9), a soucasné probihajici
polykondenzaci skupin Si-O-H a Si-O-R (R= alkyl) (obr. 10), coz je shodné s klasickymi
anorganickymi metodami sol-gel. Pro hydrolyzu je velmi dulezity molarni pomér vody a

alkylalkoxysilanu k = [H,O]/[Si(OR)4]. Hodnota k se pohybuje v rozmezi 1 az 4 [152].

--?{Si_ﬂﬁ 4 H0 —_— "'XSi——'DH +  R-OH

Obr.9 - Schéma hydrolyzy alkylalkoxysilanu za vzniku alkoholu [156].

e
--}I#DHET + H.D

AN Lo = N\ ~O—g 4 RoH
/ \

|

i;si—ﬂH - Hﬂ—gi_f’

Si—0H + RO—3

Obr. 10 - Schéma dvou typii polykondenzace hydrolyzovaného alkylalkoxysilanu za vzniku
vedlejsich produktii vody nebo alkoholu [156].
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Vlivem hydrolytickych a polykondenzac¢nich reakci riiznych hydroxyderivati vychoziho
alkylalkoxysilanu velmi rychle stoupa pocet typt vznikajicich molekul, tim se zaroven
zvySuje 1 pocet moznych reakci. Chemickym slozenim reakéni smési a zménou podminek
(teplota, druh alkoxyskupiny v alkylalkoxysilanu, molarni pomér K, rozpoustédlo, typ
a koncentrace kyselého, nebo zasaditého katalyzatoru) je mozné fidit velikost a tvar
vznikajicich makromolekul, tim se zaroven fidi vlastnosti solu i vysledného produktu.
V nékterych ptipadech ptipravy hybridnich materiali probihd pievazné organické zesiténi
jako druha ¢asové oddé€lena faze syntézy. Pro ziskani vysoce kvalitnich hybridnich materialt
s propojenymi 3D sitémi je vSak obvykle nutné, aby vznik obou siti (anorganické
i organické) probihal do urcité miry soucasné. Jinak muze dojit k vyraznému sterickému
branéni vzniku organické sité, ktera obvykle vznika jako druha za drastic¢téjSich podminek.
Mnohdy se tato faze nazyva vytvrzeni hybridnich materidlli a obvykle se provadi tepelné

v rozmezi 80 az 200 °C, UV zafenim, redoxni nebo radikalovou iniciaci [152, 157].

=

./ alkoxidy Alkylalkoxysilany

L / Si-, Al-, Zr-alkoxidy

vaoda, katalyzator —-—(

hydrolyza
polykondenzace

————= | allzohol, voda
SOL |
substrat N
dip -
spray - coating
spin -

| nanesena vrstva

teplota,
uv - "
(;Tstvab

Obr. 11 - Schéma pripravy anorganickych nebo hybridnich materialii (vrstev), V zavislosti

allkzohol, voda

na pouzitém prekurzoru, pomoci metody sol-gel [158 ].
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3.2.4.5. Dalsi zpusoby piipravy hybridnich vrstev metodami sol-gel

V literatufe je popsana cela tfada dalSich piiprav hybridnich a nanokompozitnich
hybridnich vrstev na bazi oxidu titani¢itého a kfemi¢itého pomoci sol-gel metody. Franc
a kol. ptipravili organicko-anorganické nanokompozitni vrstvy na bazi TiO, — SiO, metodou
sol-gel s UV fotopolymerizaci organické sit¢ [159]. Piehledné a zakladni schéma piipravy
anorganickych nebo hybridnich vrstev vystihuje obr. 11. Wang a kol. studovali tercialni
nanokompozity na bazi polymethylmethakrylatu PMMA-SiO,-TiO, piipravené pomoci
novych bezhydrolytickych sol-gel metod [160]. Velikost nanokompozitnich ¢astic oxida
titani¢itého a kfemicitého se pohybovala v rozmezi 60-70 nm. Nanocastice byly velmi dobfie
rozptyleny v PMMA matrici. Podafilo se prokdzat, ze anorganické castice mohou vazat
radikaly, vznikajici jejich tepelnou degradaci. Que a kol. studovali teplotu a rychlost ohievu
hybridnich nanokompozitnich materiali na bazi oxidu kfemicitého a titani¢itého metodou sol-
gel [161]. Tepelna stabilita hybridnich vrstev se zvySuje s rostoucim mnozstvim organicko-
anorganickych prekurzorii v jejich sitich [162]. Necula a kol. popisuje pfipravu porézni
kompozitni TiOz-Ag vrstvy a posouzeni jeji baktericidni aktivity proti bakterialnimu kmenu
MRSA [163]. Kompozitni vrstvy prokazaly 100% inhibici bakterialniho kmene MRSA do 24
hodin, zatimco u vzorkli pouze s Ti a vzorkli oxidovanych bez Ag nanocastic bylo
zaznamenano 1000 nasobné zvySeni poctu bakterialnich kolonii.

Antibakteridlni schopnosti stfibra a jeho sloucenin jsou dobie znamy. Kovové stiibro
a stiibrné soly byly pouzity jako baktericidni latky v polymerech, kde byly fixovany ze soli
stiibra, nebo pfimo jako kovové stiibrné vrstvy [163, 164]. Pfi pouzivani stiibra byla objevena
ur€itd omezeni, jako je ruSivy efekt soli Ag, pfipadné hromadéni kovového stiibra nebo
nemoznost trvale uvoliiovat dost vysokou koncentraci Ag ionti [165]. Tato omezeni lze
piekonat pouZitim Ag nanocastic. Ag nanocastice maji vyhody vysokého mérného povrchu,
vysoky podil povrchovych atomi a vysokou antibakterialni ucinnost, kationty stéibra vSak
maji i¢innost mnohem vyssi [166, 167]. Synergické efekty iontu stfibra a dalSich iontt kovi
(ionty médi a zinku) s antibakteridlnimi vlastnostmi jsou v soucasné dobé€ intenzivné

studovany [168].
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4. Experimenty — priprava bioaktivnich vrstev

Na zakladé soucasnych poznatkii 0 metodé sol-gel, byly na katedie chemie TU v Liberci
piipraveny organicko-anorganické soly a z nich hybridni vrstvy na bazi TMSPM
(3-(trimethoxysilyl)propyl ~ methakrylat) -  TEOS  (tetraethoxysilan) a MMA
(methylmethakrylat) metodou sol-gel. Po naneseni téchto solti na rtizné substraty (skla, plasty,
kovy a textilie) byly vrstvy tepelné zpracovavany pfi teploté 90 °C radikalovou polymerizaci
s BPO (dibenzoylperoxid) nebo tepelnou polymerizaci pii teplot¢ 150 °C. Vlastnosti
ptipravenych solti a vrstev byly sledovany a hodnoceny pomoci IR spektroskopie, AFM, SEM
a optické mikroskopie. U hybridnich vrstev byly stanoveny indexy lomu, tloustka,
odéruvzdornost a chemickd odolnost. Pomoci dusikové adsorpce bylo potvrzeno, Zze
pfipravené¢ hybridni vrstvy obsahuji mezopdry, které omezuji jejich pouziti v podobé
antikoroznich vrstev na kovy [169].

Dale byly pfipraveny nanokompozitni hybridni vrstvy s imobilizovanymi nanoc¢asticemi
oxidu titani¢it¢ho. U téchto vrstev byla stanovena odolnost proti odéru a fotokatalyticka
aktivita. Dale byla provedena rozsahlé bakteriologicka studie. Zjisténé vyrazné antibakterialni
ucinky pfipravenych vrstev nabizi velmi perspektivni moznost aplikaéniho vyuziti vrstev
vV podobé antibakteridlnich povlakii na rizné substraty a materidly v nemocni¢nich nebo
v socidlnich zatizenich. Vrstvy efektivné plsobi proti riiznym druhtim bakteridlnich kmeni,
zejména pak proti velice nebezpe¢nému celosvétove rozsitenému patogennimu bakteridlnimu
kmeni MRSA (Methycilin Rezistentni Staphylococcus Aureus).

Na zakladé zkuSenosti s piipravou riiznych typt solti jsme na katedie chemie TU v Liberci
pfipravili typ solu s primarnim pouzitim jako antibakteridlni vrstva proti MRSA a dalSim
patogennim bakterialnim kmenim. Postup ptipravy byl patentovan [170]. Vychozi sol byl
pfipraven modifikovanou metodou sol-gel zalozenou na rozpusteéni
trialkoxysilylpropoxymethylmethakrylatu (nebo trimethoxysilylpropoxymethyl methakrylatu
TMSPM) a alkoxidu titanu (nebo tetraizopropyltitanatu IPTI) s ptidavkem dusi¢nanti stiibra
a médi. K solu byl pfidan radikalovy katalyzator polymerizace (dibenzoylperoxidem BPO) ve
vhodném alkoholu (ethanol nebo izopropylalkohol) a kyselina dusi¢na s vodou. Bylo zjisténo,
ze lze do hotového solu pfidat nanocastice fotokatalyticky aktivniho oxidu titani¢itého.
Ptipraveny sol byl nanesen na povrchy substrati, které byly urcené pro antibakteridlni upravu
ve form¢ vrstvy (vytazenim, odstfedénim nebo nastfikdnim) a po odpafeni rozpoustédla byla
vznikla vrstva tepelné zpracovéana dle substratu pii teploté 80 az 150 °C po dobu 30 min az 6

hod. Teplota tepelného zpracovani je dana teplotni odolnosti pouzitého substratu (naptiklad
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pro polypropylen 80 °C, odolné substraty 150 °C). Timto tepelnym zpracovanim byla
piipravena mirné porézni anorganicko-organicka hybridni vrstva s imobilizovanym stfibrem
a médi (ve form¢ iontd) nebo nanocastic oxidu titani¢itého. Porozita pfipravené vrstvy je
velmi dualezitou vlastnosti pro funkcnost (antibakteridlni vlastnosti), protoze v piipadé
uplného uzavieni Castic stiibra a médi nebo nanocastic oxidu titaniCitého by vrstva byla
antibakterialn¢ prakticky neaktivni nebo by antibakterialni aktivita byla nizka.

Jak bylo experimentalné zjisténo, piidavek dusi¢nanti stiibra a médi do hybridni vrstvy
velmi vyrazné zvysSuje jeji antibakteriadlni vlastnosti. Jednd se o synergicky efekt, ktery je
pravdépodobné zpusoben existenci oxidacné redukcénich rovnovah se slouceninami Ag,

V jejichz diisledku je v hybridni vrstvé udrzovan obsah kationtu Ag™:

Ag® + Cu®* o Ag' + Cu*
pripadné

A + Ti*" o Ag" + Ti¥

Ptitomnost Ti ve struktufe hybridni vrstvy také dovoluje pfenos naboje mezi nesousedicimi
kationty podle prvni z uvedenych rovnic. Atomy Si vzhledem k hodnoté oxida¢né redukéniho
potencialu Si**/Si?*  tuto schopnost nemaji. Uvedenou skute¢nost zarovenl potvrzuje
i nejnovejsi publikace zabyvajici se danou problematikou [171]. Tzv. synergicky efekt byl
také na katedfe chemie TU v Liberci potvrzen rozsahlou studii a nékteré vysledky byly jiz
publikovany [134].

Utinky stifbra a médi jsou historicky znamé a vyzkousené. Stiibrné a médéné predméty se
vhazovaly do studni nebo vkladaly do nadob s pitnou vodou (od dob Hypocrata —
400 I. pt. n. 1.). Védélo se, Ze tyto kovy maji schopnost usmrcovat mikroorganismy, které
zpisobovaly zdvazna az smrtelnd onemocnéni. Stiibro je Siroce pouzivany a uznavany
biocidni prostfedek, ktery je ucinny proti bakteriim, plisnim, houbam a virim. Jeho velkou
vyhodou a tedy moznosti pouziti je jeho netoxiCnost pro lidské bunky. Méd’ v kontaktu
S mikroorganismy vede k naruSeni jejich bunétné stény, coz je pfiinou smrti téchto
organisml. Méd’ a jeji slouceniny mohou byt pouzity v riznych Iékaiskych a nelékaiskych
zdravotnickych oborech. Jednou z moZnosti jejiho vyuziti je pfi konstrukci filtrl, které se
uplatni beéhem filtra¢niho procesu vody [88, 172] nebo vzduchu. Tomuto problému se vénuji
v ramci feSeného projektu NanoKlima a Aerofil, kde je mym primarnim tkolem navrhnout

a imobilizovat vhodné latky s antibakterialnim t¢inkem pro vzduchovy filtr.
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4.1. Bioaktivni nanokompozitni hybridni a hybridni vrstvy

4.1.1. Typy nanoéastic pouZité pro pripravu nanokompozitnich vrstev

Nanokompozitni hybridni vrstvy jsme pfipravili s nékolika typy nanocastic TiO,. Prvnim
testovanym typem byly nanocastice Degussa P25, které jsou standardnim materidlem
vyrabénym firmou Nippon Aerosil v licenci némecké spolecnosti Degussa. Jedna se o smés
70 % anatasu a 30 % rutilu s praimérnou velikosti nanocastic anatasu a rutilu 85 a 25 nm
[173]. M&my povrch vzorku Degussa P25 je 57 m®.g™" (méfeno metodou BET z adsorpce
dusiku, Autosorb IQ-MP). Vzorek nanocastic Degussa P25 nam poskytla KMT FS TU
v Liberci. Dalsi ¢tyfi typy nanocastic byly ziskany z KTC FT TU v Liberci. Jedna se
o nanocastice Ceské vyroby (firma Precheza a.s., Pferov), jejich blizsi specifikace je uvedena
v tabulce 3.

Soly pro pfipravu nanokompozitnich hybridnich vrstev jsme pfipravili navézenim
vypocteného piislusného mnozstvi nanocastic do hybridniho solu a jejich intenzivnim
rozptylenim pomoci ultrazvuku. Vrstvy byly na substraty nanaSeny metodami dip-coating
(rychlost tazeni 15 cm.min™) nebo spin-coating (rychlost 3000 otadek za minutu). Pfipravené
vzorky vrstev byly volné ponechany na vzduchu k odpafeni rozpoustédla a dokonceni
hydrolyzy po dobu 45 minut, poté¢ byly vlozeny do susarny pii 80 °C, 90 °C, 100 °C nebo
150 °C po dobu 3 hodin k dokon¢eni polymerizace (teplota tepelného zpracovani byla volena

podle teplotni odolnosti substratu).
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Tab. 3 - Specifikace nanocastic TiO; firmy Precheza [173].

Firemni Interni Charakteristika Pomér Mérny povrch
oznaceni oznaceni nanocastic anatasu a rutilu | BET [m.g™]
CTC AP 100908/2,
anatas > 87,5 %
PK-10 Precheza A | nominalni primér ] 250 az 350
rutil <3 %
10 nm
CTC AP 100908/3,
' anatas > 92,5 %
PK-20 Precheza B | nominalni primér ] 70 az110
rutil <3 %
20 nm
CTC AP 100908/5,
_ anatas > 99,0 %
PK-180 Precheza C | nominalni primér ] 10 az 13
rutil <1 %
180 nm
CTC AP 100908/4,
anatas > 97,5 %
PK-60 Precheza D | nominalni primér ] 20 az 30
rutil < 2,5 %
60 nm

4.1.2. Nové typy bioaktivnich hybridnich vrstev

ProtoZe ptipravé popisovanych vrstev prechdzela cela fada pokustli, byly vrstvy postupné
znaleny. V této praci se vénuji primarné dvéma poslednim typim vrstev, které nesou

oznaceni AD 7 a AD 9. Tyto vrstvy se li§i svym sloZenim, které uvadim v tabulce (tab. 4).

4.1.2.1. Syntéza solii pro bioaktivni hybridni vrstvy

Vsechny soly byly pfipravovany nasledujicim obecnym zpiisobem. Vypocitané mnozstvi
AgNO3 bylo rozmichano v poloviné vypocitaného mnozstvi IPA. Smés byla michana pii
pokojové teploté az do Gplného rozpusténi AgNOs (cca 1h). Poté byla vypocitana mnozstvi
prekurzordt TEOS, TMSPM, MMA pfidana injekénimi jehlami pifes septum do banky
naplnéné syntetickym vzduchem. Nasledné byl jesté rychle do baiiky pfesypan katalyzator
radikdlové polymerizace BPO. Smés vSech uvedenych komponent byla michana
elektromagnetickym poteflonovanym michadlem cca 30 minut. Po této dobé byl do roztoku
za stdlého michani pfi zvySenych otaCkach pfidan roztok zvolené kyseliny, deionizované

vody, dusi¢énani méd’'natého a zine¢natého ve zbylé poloving IPA. Cela smés byla opét 30
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minut michdna pifi pokojové teploté (fizend hydrolyza vazeb C-O-Si a zéaroveil CasteCna
polykondenzace vazeb Si-OH a Si-O-alkyl). Po této dobé byl do reakéni smési pridan IPTI
(isopropoxid titanu) a opét vse dikladné michano po dobu 30 minut.

Nakonec byla provedena ptfedpolymerizace pii zvysené teploté. Sol byl udrzovan za varu
pod zpétnym chladi¢em na olejové lazni o teploté 95 — 99 °C po dobu 30 minut. Po této dobé
byl sol ochlazen, aby se pozastavila polymerizace a uskladnén v polyethylenové lahvicce na
tmavém misté. Experimentaln¢ bylo pomoci FTIR spektroskopie ovéfeno, ze doba zivotnosti
BPO v solu byla cca 3 tydny (po vice nez tiech tydnech jiz nebylo mozné ze solu pfipravit
kvalitni vrstvy).

U vrstev jako vysledného produktu byl sol nasledné¢ jednou z vybranych metod obr. 12
nanesen na substrdt a pfeveden na gel c¢asteCnym odpafenim rozpoustédla
a dokoncenim hydrolyzy a polykondenzace v disledku pisobeni vlhkosti z okoli. V zavére¢né
fazi ptipravy dosSlo vlivem tepelného zpracovani k uplnému odpafeni rozpoustédla
z hybridniho materialu (vrstvy) za vzniku xerogelu a dokonceni polymerizace radikalovym
mechanizmem (90 - 100 °C) nebo tepelné (150 °C). Uvedené teploty jsou jiz vysledkem

optimalizace ptipravy sold, které jsou shrnuty v disertaéni praci Veroniky Zajicové [158].

4.1.2.2. Bioaktivni vrstvy - nandSeni a piehled materidlii, na které byly aplikovany

Postup pfipravy solu pro nanaSeni vrstev zahrnuje rozpusténi vychozich surovin
(alkylalkoxysilantl) v bezvodém rozpoustédle (izopropylalkohol) za vzniku pravého roztoku.
Hydrolyzacnimi a polykondenzacnimi reakcemi po ptidavku vody a kyselého katalyzatoru
(kyseliny) vznikl sol, ktery byl nanasen na substraty bud’ vytahovanim (dip-coating), nebo
odstifed’ovanim (spin-coating). Schéma obou metod je uvedeno na obrazku x.

Metoda vytahovani (dip-coating, obrazek 12a) je zaloZena na pravidelném vytahovani
substratu ze solu. Podle rychlosti tazeni a dalSich vlastnosti solu se vysledna tloustka vrstvy
pohybuje v rozmezi 15 az 400 nm. Kazdy systém (koncentrace solu, jeho chemické sloZeni,
konkrétni podminky atd.) ma urcitou maximalni hodnotu tloustky vrstvy na jedno vytazeni.
Pti vétsi tlouStce jiz dochazi k odlupovéani nebo praskani vrstvy béhem ptipravy. ZvétSeni
tloustky vrstvy lze dosdhnout opakovanym procesem namoceni, vytazeni a tepelného
zpracovani [152].

Metoda odstiedovani (spin-coating, obrdzek 12b) byla vyvinuta pro piipravu vrstev

fotorezistd na substraty v mikroelektronice nebo pro ptipravu vrstev na skla s rota¢ni symetrii,
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napt. optické Cocky. Tloustka vrstvy se pohybuje od 15 do 300 nm opét v zavislosti na
rychlosti otaceni, poloze substratu a dalsich vlastnostech solu [152].

Pro nandSeni vrstev vytahovanim bylo pouzito komeréni tazné zafizeni firmy Microton
s regulovanou rychlosti tazeni v 8 krocich v rozmezi 1 cm.min™ a7 20 cm.min™. Nanaseni
vrstev odstfed’ovanim bylo provadéno na zafizeni vyrobeném na TUL, jehoz zakladem je

elektricky motorek s rychlosti 3000 otacek za minutu.
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Obr. 12: Schéma metod pripravy vrstev: a) vytahovani (dip-coating),
b) odstredovani (spin-coating) [152].

Ptipravené soly byly nandSeny na laboratorni podlozni skla znacky Marienfeld
o rozmérech 76 x 26 x 1 mm ze zasob KCH FP TU v Liberci. Dalsim substratem byly
desticky z polymethylmethakrylatu (PMMA), dodavatel Isolit — Bravo, Jablonné nad Orlici
a keramika (dlazdicky), standardni material pouZivany k obkladiim stén. Jako textilni substrat
byla zvolena 100% bavlna Sara a smésovy material bavina + polyester (35% : 65%). Tento
material byl poskytnut KTC FT TU v Liberci.

4.1.2.3. Vytvrzeni vrstev

Po naneseni solu na substrat bylo nutné ponechat primarni vrstvu v mirné¢ vlhkém
laboratornim prosttedi k odpatfeni zbylého rozpoustédla (IPA) a dale k absorpci vlhkosti
z okolniho prostfedi. Tato vlhkost dokon¢i hydrolyzu zbyvajicich alkoxysilanovych skupin.

Naslednymi polykondenzac¢nimi reakcemi dojde ke vzniku gelu. Takto vytvofend vrstva je
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vSak m¢kkd a ma nedostatecnou mechanickou odolnost, proto je nutné ji dodate¢né tepelné
zpracovat, aby doslo ke zhutnéni anorganické kiemicité sité, zafixovani hybridni vrstvy na
podklad a k dokonceni polymerizace organické (methylmethakrylatové) sité. Pro dokoncéeni
polymerizace radikalovym mechanismem pomoci BPO byla experimentdlné¢ zjisténa
optimalni teplota 90 °C po dobu 3 hodin. Niz§i 1 mirné¢ vysSi teplota zplsobovala
nedostatecny stupenl polymerizace a Spatnou adhezi hybridni vrstvy k substratim.
Mechanicky kvalitnéjsi hybridni vrstva byla ziskana teplotni polymerizaci pii 150 °C po
dobu 3 hodin. Pro nékteré substraty (polypropylen a podobné plasty, nékteré syntetické
textilie) je vSak tato teplota jiz pfili§ vysoka. Niz$i teplota (napiiklad 130 °C) je pro tepelnou
polymerizaci nedostate¢na, naopak vyssi teploty (170 °C a vySe) se projevily horsi adhezi
hybridni vrstvy na substrat a opét nemoznosti ur¢eni indexu lomu a tloustky vrstvy z méfeni
zévislosti prostupu viditelného svétla na vilnové délce. Dokonceni polymerizace hybridnich
vrstev pii teplotach 90 °C nebo 150 °C zajiStovalo vrstvdm zahfatym nasledné na vyssi

teploty (az 220 °C) stale dobrou adhezi k substratim. Z experimentalnich vysledkd tedy

vyplyva, ze dokonleni polymerizace hybridni vrstvy je mozné bud’ pfevazné radikalovym

mechanismem pii 90 °C nebo tepelnou polymerizaci pii 150 °C.

Dal$im moZnym zptsobem polymerizace hybridnich vrstev je fotopolymerizace, pomoci
fotoiniciatoru, ktery se v prislusné koncentraci ptimichd do solu. Ten je nésledn¢ pomoci
metod dip-coatingu nebo spin-coatingu nanesen na piislusny substrat. Vlastni polymerizace je
aktivovana bud’ UV A zafenim nebo béznym svétlem. Rozdil mezi t€émito dvéma typy je
Vv rychlosti dopolymerizovani (vytvrzeni) vrstvy, kdy UV A zéfeni cely proces polymerizace
urychluje aZz o n€kolik hodin. Tento typ polymerizace je v souc¢asné dobé na KCH FP TU

v Liberci testovan.
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4.1.2.4. Znaceni vyvinutych typu vrstev

V nasledujici tabulce 4 uvadim oznaceni testovanych vrstev a jejich chemické slozeni. Pro

uplnost jsou uvedeny substraty, na které byly vrstvy nandseny a nésledné testovany.

Tab. 4 - Chemicka charakteristika a oznaceni testovanych vrstev

L ] L SUBSTRATY PRO NANASENI
ONACENI VRSTVY CHEMICKE SLOZENI VRSTVY
VRSTEV
TEOS, TMSPM, MMA, BPO, AgNO;, Sklo, keramika, PMMA, 100%
AD7 Cu(NO3); 3 H,0, IPTI bavlna, smésovy material bavina
+ polyester
TEOS, TMSPM, MMA, BPO, AgNOs, Sklo, keramika, PMMA, 100%
AD 9 Cu(NO5), 3 H,0, bavlna, smésovy material bavina
+ polyester
Zn(NOs3), 6 H,O, IPTI

4.1.3. Testovani vrstev

Béhem vyvoje hybridnich vrstev byl zjiStovan pomér prekurzori TEOS a TMSPM tak,
aby piipravené hybridni vrstvy vykazovaly dobré mechanické a chemické vlastnosti.
V souvislosti stim byla také zjiSténa porozita piipravovanych hybridnich vrstev, jejich
tloustka a index lomu. Z hybridnich vrstev kombinace TEOS a TMSPM byly nasledné
vyvinuty antibakteridlni hybridni vrstvy (oznaCované jako AD 7 a AD 9). Nanesené
antibakteridlni vrstvy byly také testovany z hlediska jejich biologické ucinnosti. Vlastnosti
vrstev kombinace TEOS a TMSPM ze kterych se vychdzelo, jsou uvedeny v nasledujicich

kapitolach (mechanické vlastnosti, stabilita a biologické G€innost).

4.1.3.1. Mechanické a ostatni vlastnosti hybridnich vrstev

Pomoci dusikové adsorpce byla zjisténa distribuce velikosti port, které se vyskytuji

V hybridnim materidlu. Rozsah priméri pért se pohybuje v rozmezi od 3 do 30 nm
s maximem pii 4 nm. Celkovy objem péri byl viak velmi maly (1,2 mm®.g™, do kone&ného
objemu 1,4 mm®.g? jedna se jiz o meziGasticové prostory) a byl na hranici méfitelnosti
uvedenou metodou. Celkovy mérmy povrch (stanoveny metodou multi-point BET) byl
1,4 m>.g*. Z vypoétu porozity metodou BIH byla stanovena (pro vlastni pory) hodnota 0,8
m2.g™ a tak na vn&jsi povrch vzorku zbyva 0,6 m?.g™. Kontrolni m&feni provedené pomoci
adsorpce kryptonu poskytlo hodnotu mérného povrchu 1,58 mz.g'1 (stanoveny metodou multi-

point BET), coz je témét ve shod¢€ s udajem ziskanym z adsorpce dusiku.
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Pro stanoveni indexu lomu a tloustky vrstev z méfeni zavislosti transmitance na vlnové

délce svétla UV/VIS spektrofotometrem byly pouzity hybridni vrstvy nanesené na optickém
polykrystalickém korundu. Vysledky méteni vlastnosti vrstev pfipravenych ze solil na bazi

TMSPM-TEOS tepelné zpracovanych pii teplotach 90 a 150 °C/ 3 h jsou shrnuty v tabulce 5.

Tab. 5 - Index lomu a tloustka hybridnich vrstev pripravenych ze solit na badzi

TMSPM-TEOS katalyzovanych HNO.

Obsah 90°C/3h 150°C/3 h

TMSPM n Tloust’ka n Tloust’ka

[mol %] (500 nm) [nm] | (500 nm) [nm]

100 1,480 178 1,496 154

75 1,474 174 1,486 144

50 1,468 179 1,479 143

25 1,466 165 1,473 138

0 1,427 150 1,429 145

Chemicka odolnost hybridnich vrstev, pfipravenych ze solu TMSPM-TEOS nanesenych na

sklenéné substraty a tepelné zpracované pii 150 °C/ 3 h, byla testovana proti riznym
organickym a anorganickym latkam. Odolnost hybridnich vrstev byla po dobu 15 minut
vyborna proti organickym kapalinam (toluen, aceton, IPA). Pfi pusobeni HF (1:1) nebo 25%
vodného roztoku NaOH doslo piiblizné za 15 minut k degradaci a praktickému rozpusténi
vrstvy. Hybridni vrstva na sklenéném substratu byla miniméalné¢ 15 minut odolna vici
pusobeni 96 % H,SO4, HNO;3 (1:1) nebo HCI (1:1).

Vrstvy série TMSPM-TEOS, nanesené na podloznich sklech, byly podrobeny testim

mechanické odolnosti (odéruvzdornosti). V prvni sérii byly orientaéné proméfeny vzorky

s vrstvami tepelné zpracovanymi pii 90 °C/ 3 h. Jak se vSak ukédzalo, odéruvzdornost téchto
vrstev byla velmi nizka (kolem 9 cykli). Vyrazng lepsi vysledky byly zjistény ve druhé sérii,
ve které byly vzorky s vrstvami tepelné zpracovany pii 150 °C/ 3 h. Vysledky pro vrstvy ze
solt katalyzovanych HNOj jsou uvedeny v grafu 1. Z prubéhu zavislosti po¢tu cykli na
slozeni solu (graf 1) je patrné, Zze pti obsahu 0 az 50 % TEOS jsou hodnoty obdobné. Az
u vrstev se 75 % TEQS je pozorovatelny pokles odéruvzdornosti, pravdépodobné zplisobeny
nedostate¢né propojenou organickou 3D siti pfi sou¢asném naruSeni anorganické 3D sité.
Vrstvy tvofené pouze oxidem kiemicitym ziskanym z TEOS jsou vSak vysoce odolné

(vice nez 1000 cyklu).

Irena Lovétinska-Slamborova Stranka 43



Technicka univerzita v Liberci Habilitacni prace
250

200 \

150 \ \

100 »/ H

50

cykly
L

0 2 50 7 100
TMSPM [mol %]

Graf 1 - Odeéruvzdornost vrstev pripravenych ze solit série TMSPM - TEOS katalyzovanych
HNO3 po tepelném zpracovani pri 150 °C/ 3 h

(pocet méreni n = 5, chybova usecka odpovida hodnoté nejistoty priimeru na urovni 95 %,

hodnota pro cisty TEOS je vyssi nez 1000 cyklii).

4.1.3.2. Stabilita vrstev po opakované sterilizaci

1) Vrstvy nanesené na rizné typy pevnych substrati byly podrobeny opakované sterilizaci
(sterilizovano teplym vzduchem 1 hod. pfi 130 °C u PMMA a 2 hod. pti 95 °C u skla
a keramiky). Stabilita vrstev byla hodnocena z hlediska biologické ucinnost (byly provedeny

antibakterialni testy na vybrané spektrum bakterialnich patogennich kment). Vysledky jasné
dokazuji, ze se antibakterialni efekt po opakovanych sterilizacich oproti plivodnimu vzorku
(bez sterilizace) nesniZuje, ale zlistava stabilni. Testy byly provadény za osvitu UV A zafenim
1 osvitem béznym svétlem

2) Vzorky snanesenou hybridni vrstvou AD7 na textilnim substratu (bavina) byly

opakované vyprany [174] az do dosazeni 50 pracich cykld. Po pfedem uréeném poctu pracich
cykla (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 a 50 cykld) byl odebran vzorek tkaniny
S hybridni vrstvou a rtg. fluorescencni analyzou stanoven relativni obsah jednotlivych iontl
kovll (v porovnani se vzorkem bavlny s hybridni vrstvou po pfipravé bez prani). Vysledky
analyzy dokazuji, Ze ke znaénému poklesu obsahu sledovanych slozek doslo béhem prvniho
praciho cyklu, kdy dochazi k odstranéni urcit¢ého mnozstvi hmoty hybridni vrstvy odrolené
Vv mistech styku jednotlivych vlaken (kap. 4.2.4.2). Po dalsich pracich cyklech dochazi
k poklesu sledovanych slozek minimalné a textilie si zachovava antibakterialni aktivitu, ktera

byla testovana na vybranych patogennich bakterialnich kmenech.
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4.1.4. Biologicka t¢innost
Biologicka ucinnost nanesenych vrstev byla testovana standardnimi bakteriologickymi

postupy podle mezinarodnich norem a dle CSN.

4.1.4.1. PouZité bakterialni kmeny

K bakteriologickym testim byly pouzity patogenni bakterialni kmeny, které Cini velké
problémy v soucasném zdravotnictvi. Kolonizuji zejména tézce se hojici rany (kap. 5. 2.),
dale ptisobi nozokomialni a urogenitalni infekce. Pouzité bakteridlni kmeny jsou referen¢ni
kultury mikroorganismt (dle ALE-G18, CSNI), zakoupené z Ceské sbirky mikroorganismii
Masarykovy univerzity v Brng, tfida nebezpecnosti 2.

Jednim ze zdkladnich klasifika¢nich hledisek bakteridlnich kmenti je barveni podle
Grama. Barveni vychazi z odlisného slozeni bakteridlni bunécné stény jednotlivych druht
bakterii. Touto metodou rozliSujeme gram pozitivni bakterie (G+), které maji pevné&jsi
bunécnou sténu, a pouzity barevny komplex krystalové violeti se nevyplavuje. Vysledkem je
modré zbarveni natéru bakterii (obr. 14). Gram negativni bakterie (G-) obsahuji v bunécné
stén¢ lipopolysacharidy, a proto pfi jejich odbarvovani ethanolem dochazi k vyplaveni

komplexu krystalové violeti, vysledkem je ¢ervené zbarveni natéru bakterii (obr. 13).

a) Escherichia coli (CCM 2024, ATCC 1260) je aerobni gram negativni ty¢inkovita

bakterie, ktera je soucasti stfevni mikroflory. Je producentem vitaminti K a B12. Jsou
znamé 1 patologické kmeny, které piisobi extraintestindlni onemocnéni (urogenitalni

zandty, kozni zanéty, sepse), ale 1 intestindlni onemocnéni (infekce provazené prijmy

- obr. 13).
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Obr.13 - E.coli — Gramovo barveni [175].
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b)

d)

Staphylococcus aureus (CCM 229, ATCC 9637) je fakultativné anaerobni gram

pozitivni kokovitd bakterie. Je pomérné rezistentni, vydrzi teplotu nad 55 °C/ 30
minut. Vyskytuje se zejména v nosni sliznici a na kizi. Je zodpovédna za celou skalu

zavaznych onemocnéni (abscesy, furunkul6zy, meningitidy,...) (obr. 14).

Obr. 14 - St. aureus — Gramovo barveni [175].

Acinetobacter baumanii (CCM 2265, ATCC 17978)

Jedna se o gram negativni aerobni tyCinkovitou bakterii, ktera plsobi kozni

a nozokomialni infekce. Na tuto bakterii vznika od roku 1986 (studie provedena
1986 — 2005) rezistence (napf. rezistence na antibiotikum imepen stoupla v uvedenych
letech z 0% na 42%, na antibiotikum ceftatidin z 18% na 68% - obr. 15).

Obr. 15 - Acinetobacter baumanii [175].

Pseudomonas aeruginosa (CCM 1959, ATCC 31480)

Je gram negativni ty¢inkovita aerobni bakterie, ktera vykazuje vysokou rezistenci

k antibiotikim. U zdravych jedinci muze v prostiedi silné kontaminovaném

pseudomonadami dojit k jejich kolonizaci. Bakterie se tak stava dilezitym vektorem
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Siteni nozokomialnich ndkaz. Kolonizuje zejména sliznice dychaciho a mocového
ustroji. Casto se vyskytuje v nemocni¢nim prostiedi a kontaminuje pravé katétry,

dychaci ptistroje apod. (obr. 16).
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Obr. 16 - Pseudomonas aeruginosa — Gramovo barveni [175].

e) Proteus vulgaris (CCM 1956, ATCC 29905)

Je gram negativni tyCinkovitd fakultativni bakterie, ktera vyvoldva urogenitalni
infekce. Vyskytuje se jako sekundarni soucast tézce se hojicich ran (dekubity, bércové

viedy, popaleniny), ptipadné se vyskytuje pii otitidach (obr. 17).
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Obr. 17 - Proteus vulgaris — Gramovo barveni [175].

f) Proteus mirabilis (CCM 1944, ATCC 35659)

Jednd se o gram negativni fakultativni ty¢inkovitou bakterii, ktera pisobi kozni

infekce a infekce mocovych cest [176].
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g) MRSA (CCM 4223, ATCC 33592)
Podrobna charakteristika bakterialniho kmene je uvedena v kapitole 3.

Pro kultivaci vySe uvedenych bakteridlnich kmend byl pouzivan sterilni krevni agar

(Columbia agar) od firmy BIO-RAD (CR).

4.1.4.2. Testovani antibakterialni aktivity vrstev na textilnich substrdtech

Pro jednotlivé antibakterialni testy jsem pouzivala standardni mezinarodni normy a ¢eskou
normu, které vypovidaji o antibakteridlnim uc¢inku testované textilie. Jednd se o nasledujici

normy:

a) AATCC Test Method: 100-2004- Anitabcterial Finishes on Textile Materials

Touto metodou je hodnocen faktor redukce, ktery udava, o kolik procent doslo ke snizeni
inokulované koncentrace bakterii. Pocitd se poCet obnovenych bakteridlnich kolonii. Tato
metoda ma vysokou vypovidajici hodnotu o antibakteridlnim Gc¢inku testovaného materialu.

Z bakteriologického hlediska plati, Ze jedna bakterialni kolonie = jedna bakterie (obr. 18).

Obr. 18 — Priklad vysledku testu dle AATCC Test Method: 100-2004 (zdroj: Slamborova)

b) AATCC Test Method: 147-2004-Antibacterial aktivity Assessment of textile materials

Jedna se o metodu orientacni, u které se hodnoti velikost tzv. halo zony, tedy oblasti okolo
testovaného vzorku. Bakterialni inokulum je o¢kovano na krevni agar. Tato metoda by méla

predchazet vyse uvedené metod¢ (obr. 19).
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Obr. 19 — Priklad vysledku testu dle AATCC Test Method: 147-2004 (zdroj: Slamborova)

c) CSN EN ISO 20654 - Plosné textilie — zjisfovani antibakterialni aktivity — zkouska $iteni

agarovou desti¢kou

Zkouska je zalozena na principu difundovani antibakterialniho ptipravku z textilie do
okolniho prostfedi. Bakteridlni inokulum je pfimo zaockovéano v agaru. Hodnoti se velikost

halo zony (obr. 20).

Obr. 20 — Priklad vysledku testu dle normy CSN EN ISO 20654 (zdroj: Slamborova)

4.1.4.3. Testovani antibakterialni aktivity vrstev na pevnych substrdtech

V pribéhu testovani  antibakteridlnich  G€inkli nastal problém s hodnocenim
antibakterialnich vlastnosti hybridnich vrstev, které byly naneseny na pevné substraty (sklo,
keramiku (kachlicky, dlazdice), PMMA) a ozafovany (aktivovany) UV A zafenim nebo
béznym viditelnym svétlem. V literarnich zdrojich jsem Zadnou normu, ktera by popisovala
zpusob hodnoceni vyse uvedenych vlastnosti, nenasla.

Proto jsem od roku 2006 pouzivala metodu, ktera spociva v nasledujicim postupu. Na
substrat bylo naockovano pfislusné bakteridlni inokulum (rGzné bakteridlni kmeny)

v koncentraci
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10° CFU/ ml v objemu 300pl. Pak byl substrat ozafovan (UV A zafeni, b&zné svétlo) a ve
zvolenych Casovych intervalech bylo odebirano 10ul ozafeného bakterialniho inokula, které
bylo vyockovano na Petriho misku s krevnim agarem. Po 24 hodinové inkubaci v termostatu
pii 37 °C byl vyhodnocen vysledek testu. Tuto metodu jsem po celou dobu testii na pevnych
substratech zachovavala a povazuji ji za standardni. Timto postupem jsem mohla také

sledovat a hodnotit kinetiku bakterialni inhibice [177, 178] v zavislosti na Case.

4.2. Vysledky

4.2.1. Inhibice bakterialniho kmene St. aureus

Jak jsem jiz uvedla, pfipravené vrstvy byly podrobeny velmi rozsahlé bakteriologické
studii. Na vzorky vrstev bylo nanaseno 300 pl bakterialniho inokula. Vzorky byly ozafovany
bud” UV-A zafenim (rozsah 315 - 400 nm) nebo béznym zafivkovym svétlem. Intervaly
odbéra aktivovaného bakterialniho inokula (osvitem UV A zafenim nebo béznym svétlem)
byly voleny dle pilotnich testti na jednotlivych substratech vzhledem k reakci na testovany
bakteridlni kmen. U vSech testli byla poc¢atecni koncetrace bakterialni suspenze 10 CFU/ ml.

U testli byl sledovan pocatek bakteridlni inhibice (tedy okamzik, kdy zaCalo dochazet
k viditenému tbytku bakterialnich kolonii), pfipadné¢ inhibice jako takova (tedy tplné
vymizeni bakterii). Tyto daje jsou z bakteriologického hlediska nejvyznamnéjsi a vypovidaji
o0 ucinnosti testované vrstvy.

V grafu 2 jsou uvedeny vysledky testl a porovnani vlivu testovanych nanoc¢astic Precheza
na inhibici bakteridlniho kmene St. Aureus. Piesnéji se jednalo o vzorky vrstev pfipravenych
ze sold obsahujicich TMPSM se 40 obj. % TiO, Precheza A, B, C, nebo D nanesenych na
podlozni skla a tepelné zpracovanych pii 150 °C/ 3 h. Z uvedeného grafu jasné vyplyva, Ze ze
vSech Ctyf testovanych typl vrstev s nanocCasticemi vykazuji nejlepsi vysledky vrstvy
obsahujici nanocastice Precheza D. Pocet bakteridlnich kolonii klesd ve stanoveném cCase
rovnomerne. 100% inhibice bakterialniho kmene St. aureus na vrstvach s nanocasticemi TiO,
Precheza D nastava ve 180. minuté po osvitu UV-A zafenim. Je tedy pfiblizné o 40 minut

pomalejsi, nez v pripadé vrstev s nanoc¢asticemi TiO, Degussa P25 (viz graf 3).
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Graf 2 - Inhibice bakterialniho kmene St. Aureus na hybridnich vrstvach pripravenych

ze solii s obsahem TMSPM s nanocasticemi TiO, Precheza A, B, C a D nanesenych na skle,

ozarovano UV A zarenim.

Jednim z cili testovani nanocastic Precheza byla snaha najit uplatnéni pro nanocastice od

ceského vyrobce v souvislosti se snizenim ndkladi na pfipadnou vyrobu antibakteridlnich

vrstev. Tato studie byla provadéna na katedie chemie TU v Liberci a zakladni vysledky byly

kromé& publikaci shrnuty v diserta¢ni praci Veroniky Zajicové [158]. Vrstvy s nanocasticemi

TiO; Precheza D se pribéhem inhibice nejvice podobaji vrstvam obsahujicim nanocastice

TiO, Degussa P25. Ostatni nanokompozitni hybridni vrstvy obsahujici nanocastice TiO,

Precheza A, B, nebo C testované na bakterialni kmen St. aureus nejsou v tomto piipadé piilis

vhodné jako antibakterialni vrstvy. Inhibice bakteridlniho kmene St. aureus na té€chto vrstvach

probiha nerovnomémé a vyrazn€ pomaleji nez u vrstev obsahujicich nanocastice TiO;

Precheza D.

Irena Lovétinska-Slamborova

Stranka 51



Technickd univerzita v Liberci Habilitacni prace

V grafu 3 jsou uvedeny vysledky, ziskané z testli vrstev obsahujicich nanocastice TiO-
Degussa P25 a Precheza D nanesenych na podloznich sklech, tepelné zpracovanych pfi
150°C/3h. Vtomto piipadé se jako nejvhodngjsi pro antibakterialni aplikace jevi
nanokompozitni hybridni vrstvy obsahujici nanocastice TiO, Degussa P25. Bakterialni kmen
St. aureus je na tento typ nanocastic nejcitlivéjsi. 100 % inhibice u nanokompozitnich vrstev
obsahujicich Degussu P25 zac¢ina pted 140. minutou osvitu UV-A zafenim. Vysledky zaroven
potvrzuji moznost nahradit némecké nanocastice Degussa P25 Ceskymi nanocasticemi
Precheza D. V tomto pfipadé by vsak bylo lepsi alesponi o 5 obj. % zvysit obsah nanocastic
Precheza D v nanokompozitnich hybridnich vrstvach, aby se tak zkratila doba pocatku 100 %

inhibice uvedeného bakterialniho kmene.
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Graf 3 - Inhibice bakterialniho kmene St. Aureus na hybridnich vrstvdach pripravenych

ze soli s obsahem TMSPM s nanocdasticemi TiO, Degussa P25 a Precheza D nanesenych

na skle, osvit UV A zdienim.

4.2.2. Inhibice bakterialniho kmene MRSA

Vrstvy byly podrobeny antibakterialnim testim na rezistentni bakterialni kmen MRSA.
Vsechny testované vzorky nanokompozitnich hybridnich vrstev vykazuji na bakterialni kmen
MRSA vyrazné vyssi antibakteridlni uc¢inky, nez tomu bylo v piipadé¢ testovani na bakteridlni
kmeny E.coli a St. aureus. Vyjimku tvofi vzorek vrstvy nanesené na PMMA substratu,

o kterém se zminim dale.
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V grafech 4 a 5 rozhodn¢ stoji za povSimnuti, Ze 100 % inhibi¢ni t¢inek bakterialniho
kmene MRSA zacind jiz pfed 60. minutou po osvitu UV A zafenim. U tohoto bakteridlniho
kmene mame tedy o témei 70 minut rychlejsi pocatek 100 % inhibice nez tomu bylo u E.coli

nebo St. aureus.
Vzhledem K tomu, 7e se na standardech (C&isté podlozni sklo a PMMA) objevoval

kompaktni vysev bakteridlniho kmene MRSA (jednalo se o miliony bakterialnich kolonii),

nebylo mozné spoditat mnozstvi jednotlivych bakteridlnich kolonii. Standardy tedy nejsou ani

v jednom z uvedenych grafii zndzornény.

160
——PRECHEZA A
140 | —A— PRECHEZA B
PRECHEZA C
—#-PRECHEZA D
120
— 100 A
=
=
S 80
3
=]
=] 60 -
40
20 A
O T T T F a
30 35 40 45 50 55 60
Doba odbéru bakteridlni kultury (min)

Graf 4 - Inhibice bakterialniho kmene MRSA na nanokompozitnich hybridnich vrstvich
pripravenych ze solii obsahujici TMPSM se 40 0bj. % nanocdstic TiO,
Precheza A, B, C a D (sklo), ozarovino UV A.

Antibakterialni ucinky nanokompozitnich hybridnich vrstev s pouzitim rtznych typi
nanocastic TiO, Precheza A, B, C, nebo D byly testovany na bakterialnim kmeni MRSA
(graf 5). Vzorky vrstev byly opét pfipraveny ze solu s obsahem TMPSM se 40 obj. % TiO;
Precheza A, B, C, nebo D, naneseny na podlozni skla a tepelné zpracovany pti 150 °C/ 3 h.

Nejlepsi inhibici v tomto ptipadé vykazuji vrstvy s nanocasticemi TiO, Precheza C. Velmi

podobné se vSak chovaji i vrstvy s nanocasticemi TiO, Precheza B a D. U vSech tii typu
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vrstev s nanocasticemi Precheza B, C, nebo D klesad pocet bakteridlnich kolonii ve
stanoveném ¢ase rovnhomeérne.

U vrstev obsahujicich nanoc¢astice Precheza B, C nebo D nastava 100 % inhibi¢ni ucinek
jiz béhem 50. minuty ozafovani UV-A, u vrstev obsahujicich nanoc¢astice TiO, Precheza A

nastava 100 % inhibice kolem 55. minuty._Podle vysledkt testi se v tomto piipadé jako

nejvhodnéjsi pro antibakterialni aplikace na bakteridlni kmen MRSA jevi vrstvy obsahujici

nanocastice TiO, Precheza C nebo D.
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Graf 5 - Inhibice bakterialniho kmene MRSA na hybridnich vrstvach obsahujici TMPSM se

40 obj. % nanocdstic Degussa P25 a Precheza D (sklo), ozarovdno UV A.

Také vgrafu 5 jsou porovnany vysledky ziskané testovanim vrstev obsahujicich
nanocCastice TiO, Degussa P25 a Precheza D. Vzorky vrstev byly pfipraveny ze solu
obsahujici TMPSM se 40 obj. % nanocastic TiO».

Nejvhodnéj$i pro antibakteridlni aplikace se opét jevi nanokompozitni hybridni vrstvy
obsahujici nanocastice TiO, Degussa P25. Stejné jako prvni testovany bakterialni kmen St.
aureus, také bakterialni kmen MRSA je na tento typ nanocéstic prokazatelné velmi citlivy.
100 % inhibice u vrstev obsahujicich nanocastice TiO, Degussa P25 nastdva jiz po
45 minutach osvitu UV-A zatfenim, u vrstev obsahujicich nanoc¢éstice Precheza typ D inhibice

nastava po 50 minutich osvitu UV-A zafenim. Prib¢h bakteridlni inhibice je u obou
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testovanych vrstev podobny, inhibice probihd rovnomérmné bez jakychkoliv vykyva v podobé

nartistu, nebo stagnace ubytku bakterii.

Vybrané vysledky testovani s bakterialnim kmenem E.coli jsou uvedeny v ptiloze 4.3.1

4.2.3. Nové typy hybridnich a nanokompozitnich vrstev (oznaceni AD7)

Na zacatku roku 2011 jsme pfipravili dalsi typ antibakteridlni hybridni vrstvy (oznaceni

ADT7), ke které jsme piidali dalsi prvek (ve formé iontu), ktery zvysil antibakterialni efekt

vrstvy. Timto prvkem je méd’. Vrstvy byly pfipraveny stejnou metodou, ktera je popsana vyse
y p J y byly prip y stej Je pop y

u predeslych typi solti. Protoze uplatnéni téchto vrstev je primarné ve zdravotnictvi, kromé

antibakterialnich studii byla pozornost vénovana stabilit¢ vrstvy. Vrstvy nanesené na rizné

typy substrati byly proto podrobeny opakované sterilizaci (sterilizovano 1 hod. pii 130 °C

u PMMA a 2 hod. pii 95 °C u skla). Vysledky, které jsou prezentovany niZe uvedenymi grafy

jasné dokazuji, ze se antibakteriadlni efekt po opakovanych sterilizacich oproti plivodnimu

vzorku (bez sterilizace) nesnizuje, ale ziistava stabilni. Testy byly provadény za osvitu UV A

zafenim 1 osvitem béznym svétlem [179].
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Graf 6 - Nanokompozitni hybridni vrstva AQTICu (AD7) aplikovand na skle bez nanocastic,

osvit UV A Zarenim, testovano na bakterialnim kmeni MRSA.
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Z grafu 6 je patrné, Ze i po deseti sterilizacich je inhibi¢ni G¢inek vrstvy stejny, jako
u vzorku bez sterilizace. Inhibice nastava ve vSech tiech ptipadech ve 40 minuté po osvitu UV

A zarenim.
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Graf 7 - Nanokompozitni hybridni vrstva AgTiCu (AD 7) aplikovand na skle bez nanocdstic,

osvit beznou zarivkou, testovano na bakterialnim kmeni MRSA.

Z grafu 7 vyplyva, ze po 11 opakovanych sterilizacich pfi osvitu béznym zativkovym
svétlem dochazi k poklesu poctu bakteridlnich kolonii pomérné rovnomérné. Inhibice nastdva
kolem 140 minuty po osvitu. U nesterilizovaného vzorku je bakterialni inhibice pomalejsi.
Tento jev lze vysvétlit tim, ze U opakované sterilizovaného vzorku dochazi k docisténi
povrchu nanesené vrstvy, ionty kovii obsazené ve vrstve jsou tak piistupnéjsi k bunécné sténé
bakterie a inhibi¢ni efekt proto nastupuje rychleji. Tento jev byl pozorovan i u dalsich typt
substratt (textilie Ba + PES) a jinych bakteridlnich kmenech. Zaroven je zde vidét, Ze osvitem

béznym zativkovym svétlem se inhibice zpomaluje o cca 100 minut oproti UV A zaieni, které

je efektivnéjsi.
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Graf 8 - Nanokompozitni hybridni vrstva AgTiCu (AD 7) s obsahem nanocastic TiO,

(50 hm. % Precheza D) aplikovana na skle, osvit UV A zarenim, testovano na bakterialnim

kmeni MRSA.

Tato vrstva (graf 8) opét vykazuje vynikajici antibakterialni u¢inek. Inhibice na bakterialni

kmen MRSA nastava u standardu i u vzorkli po opakovanych sterilizacich ve 40 minuté po

osvitu UV A zafenim. Stejného vysledku bylo dosazeno s hybridni vrstvou AD7 i bez obsahu

nanocastic (graf 6). Je mozné konstatovat, ze pfitomnost nanocéastic TiO, vyrazné nezvySuje

inhibiéni efekt. Vrstva tedy mize byt pfipravena bez téchto nanodastic.
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Graf 9 - Nanokompozitni hybridni vrstva AgTiCu (AD 7) s obsahem nanocdstic TiO,

aplikovana na skle, osvit béznym zarivkovym svétlem, testovano na bakteridalnim kmeni

MRSA.

Po osvitu béZznym zéfivkovym svétlem nastava inhibi¢ni efekt u standardu i u opakované
sterilizovaného vzorku ve sté minuté po osvitu. Testy zde opét potvrdily, Ze pfipravena

a aplikovana vrstva opakovanou sterilizaci neztraci svou antibakterialni schopnost (graf 9).
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Pro dalsi antibakterialni testy byla zvolena smés 8 druhii bakteridlnich kmeni (E. coli,

St. aureus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa., MRSA, MRSA 2
a Acinetobacter baumanii). Bakteridlni koncentrace byla ponechana jako v pfedeslych testech
10° CFU/ml. Cas odbérti pii ozafovani UVA svétlem byl zvolen po dvaceti minutéach.
Vysledky vyjadiuje graf 10, ze kterého je patrné, Ze pocatek inhibice u obou testovanych
substratii nastava do dvaceti minut po osvitu. 100%-ni inhibice byla u kachle (keramika)
zjisténa ve 40 minuté po osvitu, u PMMA cca ve 130 minuté po osvitu. Nicméné¢ ale

1 u tohoto substratu je pocet znovuobnovenych kolonii v jednotkach.
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Graf 10 - Nanokompozitni hybridni vrstva AgTiCu (AD 7) s obsahem nanocdstic TiO,

aplikovana na keramice (kachle) a PMMA, osvit UV A zdrenim, testovano na smesi

8 bakterialnich kmenii.

Irena Lovétinska-Slamborova Stranka 59



Technickd univerzita v Liberci Habilitacni prace

—— PMMA
—— Kachle
=
=
(=}
)
= \ g \ g \ g L 4 4
3
=
A
- = —— u —]
0 20 40 60 80 100 120 140
Doba odbéru bakterialni kultury (min)

Graf 11 - Nanokompozitni hybridni vrstva AgTiCu (AD 7) s obsahem nanocastic TiO;

aplikovana na keramice (kachle) a PMMA, osvit béznym zarivkovym svétlem, testovano na

smeési 8 bakterialnich kmenai.

Po osvitu béznym zafivkovym svétlem nastavd pocatek inhibice u obou testovanych
substrati do dvacaté minuty. Na keramice (kachle) se 100% inhibice projevuje v 60 minuté po
osvitu. U PMMA je pocatek inhibice vyrazné znatelny do 20 minuty, pak se pocet
bakterialnich kolonii po celou dalsi dobu ozafovani pohybuje kolem 500 (graf 11).

Opét Ize konstatovat, ze efektivnéj$i pro inhibici testovanych bakterialnich kmenti je UV A

zareni.
4.2.4. Hybridni vrstva s obsahem stfibra, médi a zinku (oznaceni AD9)

Z divodu zrychleni inhibi¢niho efektu vrstvy jsme pfipravili typ solu, ktery vychazi
z ptivodniho solu (oznaceni AD7), ke kterému byly pfidany ionty Zn. Tento typ solu jsme
opét nanesli na rizné typy pevnych substratd (sklo, keramika, PMMA) i na textilni substraty
(Ba a smésovy material Ba + PES) (kap. 4. 1.) SloZeni vrstvy je v souc¢asné dob¢ patentovano.
Pro testovani antibakteridlnich u¢inka jsem zvolila opét smés 8 bakteridlnich kment. Pro
testovani byla zvolena koncentrace bakteridlniho inokula 10° CFU/ ml. Nanaeny objem

300 pl a intervaly odbéru po osvitu po dvaceti minutach. Vrstvy se smési bakteridlniho
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inokula byly testovany po osvitu UV A zéafenim a po osvitu béznym zafivkovym svétlem.

Vrstva byla nanesena na tii substraty (PMMA, keramika /kachle/ a sklo).
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Graf 12 - Nanokompozitni hybridni vrstva AD9 bez obsahu nanocastic aplikovana na

keramice (kachle), PMMA a sklu, osvit UV A zdrenim, testovino na smési 8 bakterialnich

kmeni.

Bakterialni inhibice u vSech tii testovanych substratli nastavd do dvacaté minuty po osvitu
UV A zafenim. Substrat PMMA a sklo se chovaji naprosto shodné, tedy po dvacéaté minuté po
osvitu nastava 100% inhibice, ktivky v grafu 12 se ptekryvaji. U skla nastava 100% inhibice

Vv 60 minuté po svitu. Rychlost inhibice u této vrstvy je rychlejsi, nez u vrstvy AD7.

Irena Lovétinska-Slamborova Stranka 61



Technickd univerzita v Liberci Habilitacni prace

1000 E¥
900 ——PMMA
—— Kachle
800 -
Sklo

700 -
T 600 4
=
S 500
2
>9Q 400 A
(=)
R

300 -

200 -

100 -

S — A
0 -—_— . . —
0 20 40 60 80 100 120 140
Doba odbéru bakteridlni kultury (min)

Graf 13 - Nanokompozitni hybridni vrstva AD9 bez obsahu nanocdstic aplikovand na

keramice (kachle), PMMA a sklu, osvit béznym zarivkovym svétlem, testovano na smési

8 bakteridalnich kmenii.

I po osvitu béznym zéfivkovym svétlem je viditelné podobné chovani vrstev nanesenych
na skle a PMMA. U PMMA nastavd 100% inhibice ve 20 minuté, u keramiky (kachle) v 60
minuté. U skla inhibice zacind také ve 20 minuté po svitu, ve 120 minuté je viditelny mirny
narust bakteridlnich kolonii a ve 140 minut€ jiz 100% inhibice. Protoze se jedné o biologicky
systém a bakterie se mnoZzi podle ristovych faktort, které maji k dispozici, takZe toto mirné
kolisani je v souladu s ristovou bakterialni kiivkou (graf 13).

V porovnani s vrstvou AD7 (za stejnych podminek osvitu) je tato vrstva vyrazné inhibi¢né
rychlej$i a pocet znovuobnovenych bakteridlnich kolonii se pohybuje maximalné do 100.
Substraty PMMA a keramika se chovaji velice podobné. U skla je inhibi¢ni schopnost vrstvy

0 néco nizsi.
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4.2.4.1. Hybridni vrstva AD9 na textilnich substratech

Typ solu AD 9 (kap. 4.2.3.), ktery byl nanesen na pevné substraty (sklo, PMMA,
keramika) jsem nanesla i na textilie. Volba substratu a jeho materidlového slozeni vychazela
z pozadavkl zdravotnickych zafizeni (slozeni 65% PES, 35% Ba), protoze primarni uréeni
takto upravenych textilii je smérovano na lékaiské odévy (plast, kalhoty, halena, operacni
¢epice, ustenka, prostéradla na operacnich sdlech, povleCeni na JIP a podobné). VSechny
zdravotnické textilie podléhaji kontrolam a hodnoceni podle stavajicich norem [180, 181, 182,
183]. Zam¢fila jsem se na hodnoceni antibakterialniho uc¢inku nanesené vrstvy na riizné typy
patogennich bakteridlnich kmenti. Hodnoceni jsem provadéla v mikrobiologické laboratofi
KCH na TU v Liberci podle standardnich mezinarodnich norem [Kap. 2. 5.].

Nekteré vysledky této rozsahlé studie byly publikovany [184]. Pro porovnani byly
pfipravené textilie S antibakteridlni vrstvou zaslany k antibakteridlnim testim (konkrétné na
hodnoceni odolnosti proti pronikdni mikrobii za sucha) [185] do akreditované laboratoie
Textilnitho zkuSebniho tustavu, s. p. vBrné. Vysledky této akreditované laboratoie
jednoznaéné prokazaly, ze pfipravena vrstva ma vynikajici antibakteridlni schopnosti.
Protokol ze zkousek je pfilozen v piiloze prace (kap. 8).

Pro dokresleni problematiky hodnoceni antibakterialnich vlastnosti nize uvadim tabulku
hodnoceni dle CSN EN 13785-1+A1 (aktualizovana norma beze zmén oproti predeslé - CSN
EN 1SO 22612) [tab. 6]. Vysledky testii nasich vzorki mnohonasobné pievysuji pozadavky na
tento typ testu. U naSich vzorkii se jedné o hodnotu log = 0,45 s CFU = 2.8. PoZadavek je
log <2 s maximem 300 CFU.
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Tab. 6 - Pozadavky na provedeni pro operacni plasté, rousky, kalhoty a dalsi operacni odevy
do cistych prostor [181].

Pozadavek
Bézné Nadstandardni
provedeni provedeni
Charakteristika Jednotka Méng Méné
Kriticka Kriticka
kriticka kriticka
oblast oblast
oblast oblast
vyrobku vyrobku
vyrobku vyrobku
Odolnost proti mikrobialni | log
. NV <2a,c NV <2a,c
penetraci za sucha (CFUL)
Odolnost proti  mikrobialni
) IB >2.8b NV 6,0b,d | NV
penetraci za mokra
. log
Cistota - mikrobialni <2c <2c¢ <2c <2c¢
(CFU/dm2)
Cistota — nepiitomnost
_ _ IPM <35 <35 <35 <35
partikularniho materialu
log
Tiepivost <4,0 <40 <40 <4,0
(poc. vlaken)
Odolnost proti penetraci
) cm H20 >20 >10 >100 >10
kapalin
Pevnost v protrzeni —
kPa >40 >40 >40 >40
za sucha
Pevnost v protrzeni —
kPa >40 NV >40 NV
za mokra
Pevnost v tahu — za sucha N >20 >20 >20 >20
Pevnost v tahu — za mokra N >20 NV >20 NV
NV = neni vyzadovano
a Zkusebni podminky: provoka&ni koncentrace 108 CFU/g mastku a 30 minut doba vibrace.
b Nejmensi vyznamna odchylka (LSD) pro IB pii stanoveni podle EN ISO 22610, byla zjisténa
0,98 pii 95% konfiden¢ni Grovni. Toto je minimalni odchylka, kterd je potfebnd pro rozliSeni mezi
dvéma materialy, pokladanymi za odlisné. Z tohoto diivodu materialy, které se odliSuji az do 0,98
IB, nejsou pravdépodobné odlisné. (95% turoven konfidence znamend, Ze pozorovatel bude mit
spravny zaveér pii piijeti této alternativy 19krat ze 20 ptipadi).
¢ Pro ucely této normy, log CFU < 2 znamena maximum 300 CFU.
d IB = 6,0 pro ucely této normy znamena: zadna penetrace. IB = 6,0 je maximalni dosazitelna
hodnota.
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Hybridni vrstvu jsme aplikovali jak na neobarvenou tkaninu, tak i na tkaninu obarvenou,
protoze jsme museli zohlednit také estetické hledisko (b&ézn€ se dnes pouzivaji materidly
barevné, ne pouze bilé).

Aktivace Uc¢inkl vrstvy je podminéna bud’ osvitem UV A zafenim nebo osvitem béznym
svétlem. Po konzultacich na KTC TU v Liberci jsem proto zvolila reaktivni barvivo Levafix
Braun E-RN monofluor triazin, které je stabilni pti osvitu UV zafenim.

V soucasné dobé¢ probihaji jednani s firmami, které jsou dodavateli zdravotnickych textilii
0 moznosti Upravy stavajiciho textilniho zdravotnického materidlu. Mezi zékladni dodavatele
patii Hartmann — Rico a.s., Kimberly — Clark, Lohmann & Rauscher, Panep s.r.o. a Kuryr.
Jejich sortiment tvoii z 52 % jednorazové a ze 48 % opakované pouzitelné operacni plaste
a dalsi zdravotnické prostredky.

Podle studie, ktera je soucasti diplomové prace Jany Kubikové [186] jednoznacné vyplyva,
ze nekteti soucasni dodavatelé nespliuji antibakteridlni 1 dal$i kritéria hodnoceni textilnich
zdravotnickych prostiedki u opakovan¢ pouzitelnych zdravotnickych prostredktl. Nejlepsi
vysledky (hodnoceni dle norem) byly prokazany pouze u dvou firem, Hartmann — Rico a.s.
a Kimberly — Clark.

Myslim si, Ze pravé ndmi patentovana vrstva s vynikajicimi antibakteridlnimi G¢inky by
mohla byt vhodnym feSenim vyse uvedenych problémi. Jak jsem v této praci uvedla jiz
n¢kolikrat, souc¢asné zdravotnictvi se potyka s obrovskymi problémy likvidace rezistentnich
patogennich bakteridlnich kment, které plisobi velmi zadvazné zdravotni komplikace a zaroven
predstavuji vyraznou ekonomickou zaté€z pti lécbe nakazenych pacienti. Jednou z moznosti je
pravé zabranéni prenosu bakterii pomoci zdravotnického pradla, protoze pravé pradlo

pfedstavuje vyznamny faktor prenosu a §ifeni ndkaz ve zdravotnickych zafizenich.

Uvadim nejvyznamnéj$i zaveéry antibakterialni studie a odolnosti u vySe popsaného
textilntho materialu, na ktery byla nanesena metodou sol-gel vrstva s vynikajicim

antibakterialnim uc¢inkem. Byly testovany vrstvy pod oznacenim AD7 a ADO.

4.2.4.2. Ovéreni stability vrstev AD7 a AD9Y na textilnim substrdtu

Textilni substrat byl také testovan z hlediska stability a odolnosti vrstvy v procesu prani.
Byl sledovan obsah jednotlivych ionti kovli u obou typtd vrstev (AD 7 a AD 9). Pro analyzy
obsahu iontii kovl v textiliich byl pouzit rtg. fluorescenéni energiové disperzni analyzator

Elvax firmy Elvatech. Byla sledovana stabilita vrstvy, konkrétn¢ stabilita jednotlivych iontt
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kovi, které jsou soucasti vrstvy. U vrstvyy AD7 se jednalo o ionty Ag, Cu
a Ti u vrstvy AD9 se jednalo o inotny Ag ,Cu, Zn a Ti.

Vzorky s nanesenou hybridni vrstvou AD7 byly opakované vyprany [174] az do dosazeni
50 pracich cykli. Po pfedem urceném poctu pracich cykla (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45 a 50 cykli) byl odebran vzorek tkaniny s hybridni vrstvou a rtg. fluorescencni
analyzou stanoven relativni obsah jednotlivych iontl kovl (v porovnani se vzorkem baviny
S hybridni vrstvou po piipravé bez prani). Vysledky jsou shrnuty v grafu 13. Z n¢j je patrné,
ze ke znatnému poklesu obsahu sledovanych slozek doslo béhem prvniho praciho cyklu. Lze
piredpokladat, ze vedle odstranéni urcitého mnozstvi hmoty hybridni vrstvy odrolené
v mistech styku jednotlivych vlaken doslo k vyluhovéani kationtd Ag+ a Cu®* z povrchu
hybridni vrstvy. Pfi dalSich pracich cyklech se jiz vylouzené mnozstvi Ag a Cu snizuje
podstatné mén¢. Kolem 15 praciho cyklu se rychlost vyluhovani Ag a Cu jesté zpomaluje.
Jesté po 50 pracim cyklu je v bavin€ ptitomno ptiblizné 40 % Ag a 20 % Cu ve srovnani
S hodnotami po prvnim pracim cyklu.

Intenzita signalu (pocet impulzil) pro Ag je ovlivnéna koincidenci s pasem pozadi pouzité
rentgenky. Z tohoto divodu je pro stiibro vétsi rozptyl méfenych hodnot, v grafech 14 a 15

jsou uvedeny kvalifikované odhady chybné ise¢ky pruméru pro pravdépodobnost 95%.
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Graf 14 - Obsah iontii kovii po jednotlivych pracich cyklech u vrstvy AD 7.

Textilni substrat s nanesenou vrstvou AD 7 byl po vybraném poctu pracich cykli podroben

antibakteridlnim testim na dvou bakteridlnich kmenech E. coli a St. aureus. Uvedené testy
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byly hodnoceny kvantitativni metodou AATCC Test Method: 100-2004. Vysledky po pracich
cyklech jsou shrnuty v tabulce 7.

Tab. 7 - Pocet znovuobnovenych bakteridlnich kolonii po vybraném poctu pracich cykli
(Ba— PES, vrstva AD 7), testovano na bakterialnich kmenech E. coli a MRSA, koncentrace
bakteridlniho inokula 10° CFU/m, vzorky ozaiovany 1 hod. UV A zdfenim.

Pocet pracich cyklii Escherichia coli (pocet MRSA(pocet
znovuobnovenych znovuobnovenych
bakteridalnich kolonii) bakteridalnich kolonii)
1 50 0
2 20 0
3 10 10
4 4 10
5 5 10
7 1 10
10 10 0
15 50 0
20 0 0
25 0 0
30 1 0
35 0 0
40 1 0
45 0 0
50 1 a
_ Standard neprany ____ cea 150 drobnych kolonii

Pfesto, ze obsah ionti Ag mirn¢ klesal do 35. praciho cyklu, bakteriologické testy jsou od
20 praciho cyklu stabilni. Z vysledkt jednozna¢né vyplyva, Ze rezistentni bakteridlni kmen
MRSA je vici testované vrstvé na textilnim substratu velice citlivy, coz dokazuje 100%

inhibice od 10 praciho cyklu.

Dalsi graf 14 shrnuje vysledky 20 pracich cykla u vrstvy AD 9. Z grafu je patrny stejny
efekt, ktery byl pozorovéan 1 u vrstvy AD 7, tedy, Ze k nejvétSimu poklesu sledovanych ionti
kovil dochazi po prvnim pracim cyklu. Od 5 praciho cyklu je obsah jednotlivych iontl stabilni

a nesnizuje se. Tyto vysledky potvrzuji stabilitu obou typu vrstev nanesenych na textilnim

substratu.
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Graf 15 - Obsah iontii kovii po jednotlivych pracich cyklech u vrstvy AD 9.

Tab. 8 - Vysledky bakteriologickych testii (Ba + PES, vrstva AD 9, koncentrace bakteridlniho

inokula 10° CFU/ml, ozaiovéino UV A zdarenim), po prvnim _cyklu prani.

Bakterialni osvitUV A | osvitUV A |osvitUV A osvitUV A | osvitUV A
kmen 1h. 2 h. 3 h. 4 h. 5 h.
E. coli 2 kolonie 100 % 100 % 100 % 100 %

inhibice inhibice inhibice inhibice
St. aureus 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
inhibice inhibice inhibice inhibice inhibice
MRSA 1 kolonie 100 % 100 % 100 % 100 %
inhibice inhibice inhibice inhibice
MRSA 2 1velka + 100 % 100 % 100 % 100 %
drobné inhibice inhibice inhibice inhibice
kolonie
Acinetobacter Ivelka + 100 % 100 % 100 % 100 %
baumanii drobné inhibice inhibice inhibice inhibice
kolonie
Pseudomonas drobné 100 % 100 % 100 % 100 %
aeruginosa kolonie inhibice inhibice inhibice inhibice
Proteus drobné 100 % 100 % 100 % 100 %
vulgaris kolonie inhibice inhibice inhibice inhibice
Proteus 1velka+ 100 % 100 % 100 % 100 %
mirabilis drobné inhibice inhibice inhibice inhibice
kolonie
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Protoze antibakteridlni testy na pevnych substratech prokdzaly, ze vrstva AD 9 ucinkuje
rychleji nez vrstva AD 7, pouzila jsem na jeji testovani na textilnim substratu vétsi pocet
bakteridlnich kmend (tab. 8).

Antibakterialni testy byly provedeny po 5, 10 a 20 pracim cyklu. Vysledky antibakteridlnich

testt po 5, 10 a 20 cyklu prani nejsou uvedeny v tabulce, protoze ve vSech piipadech (délka

ozafovani UV A zafenim byla stejna jako v tab. 8) byla prokazana 100% inhibice.

Tyto vysledky potvrzuii stabilitu obou typu vrstev (AD 7 i AD 9) nanesenych na textilnim

substratu. Bakteriologické testy na textilnim substratu jednoznaéné potvrdily, ze vrstva AD 9

udinkuje pfi ozafeni UV A zafenim rychleji, nez vrstva AD 7 a je tedy pro zamvslené

biomedicinské aplikace jednoznacéné lepsi.

vvvvv

Ptipravené hybridni vrstvy s obsahem nanocastic od firmy Precheza a.s. Prerov vykazuji
na testované bakteridlni kmeny pomérné dobry inhibi¢ni Gc¢inek. Vyrazné lepsiho vysledku
bylo dosazeno s pfidanim nanocastic pod oznacenim Precheza D do solu. Inhibi¢ni u¢inek
nastava u bakterialniho kmene St. aureus ve 180 minuté¢ , u bakterialniho kmene MRSA v 50
minuté a bakterialniho kmene E. coli ve 190 minuté po osvitu UV A zafenim. Lze tedy
konstatovat, ze bakteridlni kmen MRSA je nejcitlivéjsi. Zaroven ztestd vyplyva, ze
nanocastice pod oznacenim Precheza D vykazuji stejné vlastnosti jako testované nanocéstice
Degusa P 25 (némecky vyrobce), které jsou mnohem draz$i. Lze tedy odporucit vyuZzivat
uvedené nanocastice Ceského vyrobce Precheza a.s. Prerov. Vrstvy byly testovany i na osvit
béznym zéatfivkovym svétlem, kde je inhibice pomalejsi o 20 — 40 minut dle testované¢ho
bakteridlniho kmene.

U dalSich pfipravenych nanokompozitnich hybridnich vrstev AD 7 a AD 9 byly porovnany
vysledky testli s obsahem 1 bez obsahu nanocastic. Antibakteridlni Gc¢inek téchto vrstev byl
potencovan pridavkem iontl kovlii Ag, Cu a u vrstvy AD 9 ionty Zn. Rozsahla bakteriologicka
studie prokazala, Ze inhibice na smés osmi testovanych patogennich bakteridlnich kmeni
nastava po naneseni vrstvy AD 9 na pevné substraty (sklo, keramika PMMA) do 20 minut po
osvitu UV A zafeni. Po osvitu béznym zativkovym svétlem je inhibice o cca 20 minut

pomalejsi.
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Vrstva nanesend na textilnim substratu na jednotlivé bakteridlni kmeny vykazuje jiz po
60 minutdch osvitu UV A zéafenim 100% inhibici. Vrstva AD 7 vykazuje podobné ucinky, ale
nastup inhibice je o 10 — 20 minut pomalejsi.

Dalsimi testy byla prokézana stabilita vrstev nanesenych na riznych typech substrati. Na
textilnim substratu (Ba nebo smés Ba + PES) byla prokazana po 50 pracich cyklech stabilita
vrstvy. U pevnych substrat byla stabilita ovéfena opakovanou sterilizaci horkym vzduchem
(1 hod. pii 130 °C u polymethylmetakrylatu - PMMA a 2 hod. pti 95 °C u skla a keramiky),
sterilizace byla provedena 10 krat.

Tloustka nanesenych vrstev byla 150 nm, index lomu 1, 52. Tyto hodnoty jsou velice
podobné zakladnim vrstvam, ze kterych vrstvy AD 7 a AD 9 vychazely (kap. 4.1.3.1).
Vrstvy Ize tedy bez problémi nanéset na sklo, keramiku (dlazdice, obkladacky), PMMA,
bavinu nebo smés bavina 35% + polyester 65%).

Utinek UV A zéfeni zvysuje rychlost inhibi¢niho efektu oproti zafivkovému svétlu. Kazdy
bakterialni kmen reaguje na podminky testovani trochu jinak, ale lze fici, ze rychlost inhibice
po osvitu UV A zafenim o nékolik desitek minut zrychluje proces inhibice. Proto, pokud je
mozné pouzit UV A zafeni, inhibi¢ni proces je efektivng;jsi.

Cela série testi také prokazala, Ze pritomnost nanocastic v hybridnich vrstvach vyrazné

nezvySuje antibakterialni efekt.
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4.3.1. Prilohy k bioaktivnim vrstvam

Inhibice bakteridiniho kmene E.coli
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Inhibice E. coli na nanokompozitni vrstvé pripravené ze solit s obsahem TMSPM
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obsahujici nanocastice TiO; Precheza D. Fotoaparat Olympus C-60.
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Inhibice E. Coli na nanokompozitni vrstvé pripravené ze solii s obsahem TMSPM

obsahujici nanocastice TiO, Degussa P25. Fotoaparat Olympus C-60.

Irena Lovétinska-Slamborova Stranka 71



Technickd univerzita v Liberci Habilitacni prace

E.c. Py
AC +BRFTI0, “‘*“. .
Am) e woN
E.C. -
Ak +300 £T0, X
1 e “’%'Tr
78 al
., L Ec
" %
a2 oTie, ACHh s Xm0 470,
i d 2m

Inhibice E. Coli na nanokompozitni vrstvé pripravené ze solu s obsahem TMSPM

+BPO obsahujici nanocastice TiO, Degussa P25. Fotoaparat Olympus C-60.
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5. Nanovlakenné obvazy (materialy) s imobilizovanymi biomolekulami

5.1. Uvod - historie a vyznam

Textilni kryti ran jako jsou obvazy a naplasti jsou historicky znamé a Siroce pouzivané
v medicinskych aplikacich. Jednoducha kryti nebo obvazy s modifikovanymi povrchy pomoci
nanosoll, které podporuji procesy hojeni ran, jsou intenzivné studovany poslednich dvanéct
let. Kromé& ochrany proti nebezpecnym bakteridlnim kmeniim by antimikrobidlné upravené
obvazy nebo kryti mohly byt pouzivany jako terapeuticky material v mnoha lékarskych
oblastech. Piikladem je 1écba koznich problémi (atopicky ekzém, psoridza, popaleniny,
hnisavé rany aj.). LéCba ran muize byt zaroven podpoiena pouzitim antimikrobidlniho
obleceni, slouziciho jako prevence sekundarnich bakteridlnich nebo plisnovych infekci
[187 - 189]. Hlavni otazkou je tedy zajisténi prevence infekci [190] a nasledné dlouhodoba
prevence pied vznikem chronickych a té€Zce se hojicich ran [191].

Zakladem je vytvofeni bariéry proti vniku mikroorganismii do rany. Ugelem je tedy
ucinnych biocidnich Ciniteld jsou stfibro a slouceniny obsahujici stfibro. Pouzit by se tedy
dala vlakna potazena kovovym stiibrem [192] nebo polymerni vrstvy, které stiibro obsahuji.
Blaker a kol. ptipravili vrstvy dopované stiibrem, které byly pouzity v tkanovém inzenyrstvi a
pro 1é¢bu chronickych ran. [193].

V soucasné dobé stiibrem modifikované textilie zaznamenavaji Siroky komercni zajem.
Dale je pozornost vénovdna moZnostem vytvofeni nanovrstev aplikovanych na nové typy
obvazl, které by mohly byt v budoucnosti pouzitelné zejména v dermatologii. Jednim
z dulezitych témat je konstrukce 1écebného kryti s ukotvenymi bioaktivnimi latkami.
Budoucnost kozniho 1ékafstvi spociva v imobilizaci bioaktivnich latek jako je naptiklad
dexpantenol, ktery umoznuje doléCeni rany, dal$i moznosti je imobilizace antibiotik, které
mohou bud’ preventivné zabrafiovat infekci ran, nebo rdnu infekce zbavit. Imobilizované
bioaktivni slozky s vys$§i molekulovou hmotnosti jako jsou napfiklad oligopeptidy, mohou byt

pouzity jako rastové faktory podporujici procesy hojeni ran.
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5.2. Rany a jejich charakteristika

5.2.1. Infekce ran

Kazdd rana, i tzv. aseptickd operacni rana, je osidlena choroboplodnymi zarodky.
Pfitomnost bakterii v rané je$t¢ neznamend infekci, ale je oznaCovadna jako kontaminace.
Teprve tehdy, kdyz bakterie proniknou hloubéji do rany, kde se pomnozi a svymi toxiny
poskodi tkan a vyvolaji zanétlivou reakci, je mozno hovofit o pfitomnosti rané infekce.
Obecné lze fici, Ze Cerstvd rana je nachylnéjsi ke vzniku infekce. S postupnou mobilizaci
obrannych mechanismi se riziko vzniku infekce snizuje, takze rdna s dobfe vaskularizovanou
granulacni tkdni maze proniknuti piivodcii infekce odolavat. Také starSi chronické rany jsou
proti infekcim odoln¢jsi. Dale nekroticka tkan, ktera neni prokrvovana a piedstavuje idedlni
pudu pro bakterie.

Nebezpecny je také sekret hromadici se v hlubokych ranach a chobotech, kdy dochazi
k vytvofeni vlhké komory. Tento negativni efekt muze byt jesté zesilen pouzitim nevhodného
obvazu s nedostate¢nou savosti a propustnosti pro vodni pary.
Velmi problematicky Ié€itelné jsou zejména chronické rany, tedy rany sekundarné se hojici,

které i pres adekvatni terapii nevykazuji po dobu 6-9 tydnti tendenci k hojeni.

5.2.2. Vybrané chronické rany

a) ..Syndrom diabetické nohy*

Toto onemocnéni ma pfi¢inu v neuropatickych a angiopatickych procesech, stav pacienta
mohou komplikovat i dalsi onemocnéni. Riziko vzniku infekce u diabetickych pacientl je
pomérné vysoké. Mize se jednat o povrchové postizeni pokozky, pies hluboké postizeni
vaziva az i gangrénu celé nohy (obr. 21), kterd vétSinou konci amputaci prstd, amputaci nad

kotnikem nebo amputaci celé koncetiny vétSinou pod kolenem.

Obr. 21 - Nekroticka tkan v oblasti prstuit a ¢astecné chodidla [194].
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b) Dekubity

Dekubitus (prolezenina) je poSkozeni kiize vzniklé néasledkem lokalniho piisobeni tlaku
(obr. 22). Snizené prokrveni vede K hromadéni toxickych produkti latkové vymény ve
tkanich s nasledujicim zvySenim permeability kapilar, rozSifenim cév, tvorbou edému a
celularni infiltraci. PoSkozeni probihd v zavislosti na dobé pisobeni tlaku, coz v praxi
mohou vyvinout v podstaté na jakémkoliv misté téla, které je vystaveno tlaku. Nejvétsi riziko
vznika ale tehdy, jestlize tlak téla a protitlak podloZzky plisobi nad kostnimi prominencemi
s tenkou podkozni tukovou vrstvou. Za predispozi¢ni lokalizace 1ze povazovat sakralni oblast,
paty, sedaci kosti, oblast nad velkymi trochantery (kostni vystupek v horni ¢asti stehenni
kosti, v blizkosti kyc¢elniho kloubu) a také vnéjsi kotniky. 95% vsech dekubitti vznika praveé

V téchto oblastech.

Obr. 22 - Hluboky dekubit v oblasti bederni pdtere — jedno z nejcastéjsich mist
vzniku dekubitii [195].

¢) Bércové viedy

Bércovy vied (ulcus cruris) vznika poskozeni kliZze nej€astéji v oblasti bérce a na vnitini
stran¢ kotniku. Velka vétSina bércovych viedu je zilniho ptivodu. Pfi¢inou je meéstnani krve
ztraceji elasticitu a pritok krve se zpomaluje. Nasledkem toho vzniké otok, dochézi k poruse
vyzivy v konceting. Bezprostiedni pfi¢inou vzniku bércovych viedl byva drobné poranéni
ktize v popsanych oblastech a néslednd infekce. Vyskyt tohoto onemocnéni se pochopitelné
zvysuje s vékem.

Nasledujici obrazek (obr. 23) dokumentuje jednotliva stadia bércovych viedd, v levém
sloupci jsou schématické nékresy jednotlivych stadii, pravy sloupec tvoii fotodokumentace

k pfislusSnym schématim.
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Stadium 1.

Stadium II.

Stadium I11.

Stadium V.

Obr. 23 - Klasifikace bércovych viredii — stadium 1., stadium I1., stadium 111,
stadium IV [195].

Stadium I. — Je viditelné ostie ohrani¢ené zarudnuti kize.

Stadium IlI. — Zde je vidét ¢astecna ztrata epidermis a dermis (vrchni ¢asti kiize), ale jesté bez
zasazeni subcutis. Jedna se o povrchovy vied, ktery vypada jako eroze, puchyi nebo plochy
krater.

Stadium Ill. — Zde se jedna uz o poskozeni vSech vrstev kuze, které muze dosahovat az
k fascii (vazivovy obal svalu), ktera neni zasaZena. Vied vypada jako hluboky krater bez
podminovani okolni tkané.

Stadium 1V. — V tomto poslednim stadiu je vidét ztrata kuze v celé tloustce s rozsahlymi
nekrézami tkan€ a poSkozeni svald, §lach a kosti, podminovanim a tvorbou kapes.

U stadia Ill. a IV. vznika nebezpeci septickych komplikaci.
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5.2.3. Rany a antibiotika

V dusledku nejriznéjsich diftiznich bariér v rang, jako jsou napf. hnis nebo nekrozy,
zasahuji antibiotika velmi obtizné do vlastniho pribéhu infekce. To opét zvySuje nebezpeci
vzniku rezistence choroboplodnych zarodkl. Zatimco na povrchu rany je koncentrace
antibiotika vysoka, smérem do hloubky se tato koncentrace snizuje. Dals$i nevyhodou
lokalniho pouzivani externiho kryti s antibiotiky je vyskyt kontaktnich alergii, pfedevsim pfi
jejich opakovaném a dlouhodobém pouzivani. Néktera antibiotika mohou také negativné
ovlivitovat proliferaci a epitelizaci ran. Pouzivani antibiotik je dnes kontroverzné
diskutovano. Za akceptovatelny postup pii osetiovani lze povazovat systémové podani
antibiotik po bakteridlni kultivaci a ureni konkrétni bakterie. V piipadé akutnich infekci
nebyvd vétSinou vysledek mikrobiologického rozboru k dispozici, protoze 1écba se
uskuteciiuje Sirokospektrymi antibiotiky.

Myslim si, ze s n€kterymi nazory dermatologti nelze tiplné souhlasit. Pokud imobilizované
antibiotikum mé pozadovany ucinek, délka 1é¢by rany (Cisténi rany) nemusi trvat v délce
tydnt, jak uvadéji nekteti dermatologové, ale 1éceni by se mélo zkracovat. Nehrozi tak
kontaktni alergie z antibiotik, ktera se u nékterych pacientt mize vyskytnout. Pokud je
pacient alergicky napf. na penicilinova antibiotika poddvana peroraln¢, jsou mu nasazena jina.
Stejné je tomu i u téchto typd nanovlakennych obvazii, kde by byl bran zfetel na citlivost
pacienta vici antibiotikim.

Moznou alternativni volbou by tedy bylo pouziti antibiotik, ktera by byla pevnou
(kovalentni) vazbou imobilizovdana na nosi¢i a antibiotikum by se do rany pfimo
neuvolnovalo. Jednalo by se o kontaktni zplisob baktericidniho nebo bakteriostatického
ucinku antibiotika [130, 135].

Uvedenou schopnost skytaji nanovlakenné obvazy, jejichz dalsi vyhodou je i to, ze se
nechaji stoCit, smotat a vpravit do hnisavé ,kapsy” dekubitu nebo jakékoliv rany obr. 24.
ProtoZe se tyto obvazy vyrabéji z biodegradabilnich latek (chitin, PVA,...), neni nutné je
Z rany odstranovat a mohou tedy pusobit lokdln¢ v hnisavém lozisku rany. Takovouto

moznost neskyta Zadné soucasné obvazové kryti.
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Obr. 24 - Priklad soucasného zpiisobu tamponovani rany klasickym viskozovym obvazem —

dochazi k prisychani obvazu ve spodiné rany a zpomaluje se tak cely proces hojeni [196].

5.2.4. Hojeni ran

Fyziologie procesu hojeni ran neni stile zcela objasnéna. Jednéd se o slozity biologicky
proces zacinajici srazenim krve, pokracujici katabolickymi procesy, které¢ ranu cCisti od
odumfelé tkang, cizich téles a choroboplodnych zarodki a konéici vystavbou nové tkang,
ktera vypliluje defekt a casem se preménuje v odolnou jizevnatou tkan. Hojeni ran spociva ve
schopnosti kiize regenerovat epitel a obnovovat vazivovou a podptrnou tkan. Schematické

znazornéni jednotlivych slozek kiize je na obr. 25.
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Obr. 25 - Schéma — ez kiizi s jednotlivymi vrstvami a) epidermis (pokozka s pokozkovymi

burikami), b) dermis (Skara), c) subcutis (podkozni vazivo s cévami) [197].

5.2.4.1. Faze hojeni rany a jejich charakteristika

Nezavisle na druhu a rozsahu rany probiha jeji hojeni v n€kolika fazich, které se ¢asové

prekryvaji, a neni je mozno od sebe oddélovat.

Obvyklé ¢lenéni je na tii faze: (obr. 26)
a) zanétliva (exsudativni) faze k zastaveni krvaceni a vyc¢isténi rany
b) proliferacni faze a tvorba granula¢ni tkané
c) diferenciacni faze — reepitalizace a reparace k vyzravani bunék, diferenciace epitelu

a tvorba jizvy
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Obr. 26 — Schéma casového pritbéhu fazi hojeni ran (1. zanétliva faze, 2 proliferacni

faze, 3. granulacni faze)

Zanétliva faze zacina v okamziku poranéni a trva za fyziologickych podminek asi tii dny.
Prvni cévni a bunécné reakce spocivaji v zastaveni krvaceni srazenim krve a jsou ukonceny
po cca 10 minutach. Asi 2-4 hodiny po vzniku poranéni zacind v ramci zanétlivych reakci
migrace leukocytl, které jsou schopny fagocytovat cizorody material a choroboplodné
zarodky. V doprovodu granulocytti (typ leukocyttl) migruji asi o 24 hodin pozd¢ji do oblasti
rany monocyty, které se potupné preménuji na makrofagy a pokracuji ve fagocytoze, sekreci
cytokininl a rlstovych faktorii, které rozhodujici mérou zasahuji do procesu ¢isténi rany.
Tyto rustové faktory jsou polypeptidy, které v mnoha oblastech ovlivituji buniky podilejici se
na procesu hojeni rany (pfitahuji bunky a podporuji jejich migraci do oblasti rany, stimuluji
buiiky k proliferaci a mohou také zpiisobovat transformaci bunék.

Béhem druhé faze hojeni rany ptevazuje proliferace bunck s cilem vytvofit nové cévy
a vyplnit defekt granulacni tkani. Tato faze zaCind asi 4. den po vzniku rany. Cytokininy
a ristové faktory stimuluji a reguluji migraci a proliferaci bunék, které jsou zodpovédné za
novou tvorbu tkdné a cév. Dochdzi k vypliovani defektu novou tkani, vyviji se granulacni
tkan, jejiz vystavba je rozhodujici mérou iniciovéna fibroblasty. Ty produkuji jednak kolagen,
ktery vyzrava mimo bunky v pevna kolagenni vlakna, jednak také proteoglykany, které tvoti
gelovitou zékladni substanci extracelularniho prostoru.

Granulacni tkan je oznaCovand jako pfechodnd, primitivni tkanova jednotka, kterd ranu
definitivné uzavte a slouzi jako ,,l0zko* pro naslednou epitelizaci. Po splnéni svych tkolu je
postupné pfeméiovana ve tkan jizevnatou.

Tieti faze zaCina mezi 6. a 10. dnem od poranéni vyzravanim kolagennich vlaken. Rana se
kontrahuje, granulacni tkan se stava chudsi na vodu a cévy, zpeviuje se a pfeménuje se
V jizevnatou tkan. Epitelizace, ktera v sobé zahrnuje tvorbu novych epidermélnich bunék

mitdzou a bunéénou migraci, probiha ptednostné z okraji rdny a poté cely proces hojeni rany
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zakonCuje. Piekryti rany kizi tvoii zavér procesu hojeni, pfiCemz procesy epitelizace jsou

velmi tésné spjaty s granulaci.

5.2.5. Funkce obvazu

Do zhojeni rany pfejima obvaz docCasné ulohu kuze. M¢l by poskytnout ochranu pied
mechanickymi vlivy (naraz, tfeni), pied znecisténim a iritaci chemickymi vlivy, ochranu pred
sekundarni infekci, pred vysychanim a ztratou télnich tekutin o ochranu pfed ztratami tepla.
Obvaz by mél pozitivné ovliviiovat prib¢h hojeni rany tim, ze ji Cisti a vytvaii vhodné
mikroklima. V kazdé fazi hojeni rany ma obvaz zajist'ovat jinou funkci.

Ve fazi ¢isténi rany by mél obvaz z rany odsavat sekret s obsahem bakterii, produktii
metabolismu, s obsahem $piny a cizich téles, tedy veskerym odpadem, ktery nebyl eliminovan
fagocytoézou. Odsavanim exsudatu obvaz podporuje a urychluje hojeni rany a slouzi
k profylaxi infekce. Zaroven ranu chrani pfed novou kontaminaci.

Tvorba granulaéni tkané je podminéna pfitomnosti vlhkosti v rané. Vysychéani a
ptitomnost nadbyte¢ného sekretu naruSuje proces hojeni rany. Navic obvaz funguje jako
bezpecna ochrana pied infekci, ackoliv v dobfe vyvinuté granulacni tkdni se nebezpeci vzniku
infekce snizuje.

Zrala granulace a vlhka plocha jsou nezbytnymi ptedpoklady pro epitelizaci, ktera je
kone¢nou fazi procesu hojeni rany. Obvaz musi stale udrZovat ranu piimétené vlhkou. Pokud
se v ran¢ hromadi nadbytecny sekret, buiiky epitelu se neptichyti. Pokud je rana pfili$ sucha,
vytvoii se krusta, jejiz pfitomnost negativné ovliviiuje reepitelizaci, protoze epitelidlni bunky

se musi dostat pod krustu a to vyZaduje delsi ¢as na vlastni hojeni rany.

5.2.6. Soucasna dostupna kryti ran

5.2.6.1. Aktudlni moZnosti obvazového kryti ran

Zékladni pozadavek na obvazové kryti vyzaduje jednoduchou aplikaci a snimatelnost
obvazl se zietelem na nové¢ se tvotici tkan. Pfi vyméné obvazli dochdzi k tomu, ze bunky
nove se tvorficiho epitelu se snadno odstrani s krytim, které ranu vysusilo a soucasné pfischlo.
Bezpecna snimatelnost a ochrana granulacni, resp. epitelizacni tkan¢ skytaji ta kryti, ktera se
podileji na tvorbé vlhkého prostiedi [198, 199]. Firma Molnlycke (Svédsko) patentovala
v roce 2011 typ sendviCového kryti, které spliiuje naro¢né pozadavky pii tvorb& granulacni
a epiteliza¢ni faze hojeni rany. Jedna se kryti prodavané pod obchodnim nazvem Mepilex®
Border). Uvedené kryti t€sné priléha k okrajim rany, ¢imz je zabranéno sifeni exsudatu

Z rany. Povrch, ktery pfiléha na ranu, je vytvofen tak, Ze je rana neustale vlhéena, nedochazi
9 9 o
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k vytvofeni krusty a pii vyméné obvazu neni noveé se tvofici epitel strhavan. Tato patentovana
technologie predstavuje velmi vyrazny posun k lepSimu a rychlej§imu procesu hojeni rany
(obr. 27).

ings
skin stripping

———

Dressings with Safetac technology cause no
traumna to the wound or surrounding skin

Obr. ¢. 27 - Horni obrazek - noveé se tvorici epitel se snadno odstrani s krytim, které ranu
vysusilo a soucasné prischlo. Dolni obrdzek — p7i vyméné obvazu neni nove se tvorici epitel

strhavan [200].

Nezanedbatelnym ukazatelem tohoto obvazu je jeho pofizovaci cena, ktera je velice
vysoka, napf. 5 ks o rozmérech 6x8 c¢cm stoji 81 dolarti (informace z biezna roku 2012).

Jako pfiklad dal§iho produktu této firmy uvadim prostiedek s obsahem stiibra Mepilex
(Mepilex® Ag feature Safetac®), kde 5 ks o rozmérech 4x4 cm stoji 80 dolarti (informace
z biezna 2011).

Myslim si, Ze alternativni moZnosti ve fazi ¢iSténi rany a fazi granulacni by predstavovala
kryti pfipravena znanovldkennych materidli, na jejichZz povrchu jsou imobilizovany
bioaktivni latky (antibiotika, enzymy, peptidy,...) [130,135]. Dalsi moznosti je pfiprava
nanovlaken, u kterych jsou bioaktivni latky obsazeny pfimo ve zvlakiovacim roztoku [130].
Kromé téchto bioaktivnich latek by ve fazi ¢isténi rany bylo vhodné pouZiti stiibra (ve formé
Ag’ - tato forma stiibra méa prokazatelné baktericidni G¢inky). Tento typ obvazu by
predstavoval prvni vrstvu, kterd by prekryla ranu, véetné jejich okraji. Dalsi vrstvu tohoto
kryti by mohlo ptedstavovat b&Zzné pouZivané hydroaktivni atraumatické kryti, které ranu
chrani pfed vysusenim a zdroveil umoziuje odsadvani exsudatu tvoficiho se v rané. Takovéto
kryti je sloZzeno z nékolika vrstev rozdilnych materidlti a diky tomu ma dobrou absorpéni
schopnost. Sekret je plosné rozdélovan, odstraiovan z rdny a uchovéavan v hloubce savého

télesa. Tyto obvazy jsou prostupné pro vzduch a vodni pary a splituji tim jeden ze zékladnich
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pozadavku na kryti rany. Pfikladem jsou kryti, prodavana pod nazvy Zetuvit. Cosmopor steril
a Comprigel.

Nevyhodou textilnich, savych obvazovych latek, jako jsou mulové kompresy nebo
kompresy z netkaného textilniho rouna, je jejich vyrazna tendence ke slepovani se s ranou
plochou. Aby se zabranilo poruseni procesu hojeni, musi byt kryti na rany atraumatické, tzn.,
ze se ani pii dlouhodobéj§im pouzivani k rané nelepi a pfi vymeéné obvazu nedochézi
k poruseni nové vznikajici tkané. Atraumatickymi vlastnostmi kryti na rany je soucasné
umoznéna 1 bezbolestnd vyména obvazu. U textilnich, savych obvazovych latek se
atraumatickych vlastnosti dosahuje hydrofobni impregnaci napt. mastmi (mastové kompresy)
nebo navrstvenim gelu.

Obvaz musi dale splnovat bezpecnou aplikaci, prostupnost pro plyny a v kombinaci
s vhodnym hydroaktivnim atraumatickym krytim je tak zaji$téna snaSenlivost obvazu pro
pacienta, savost a sorpéni kapacita. Pfikladem takového kryti je TenderWet, ktery vyrazné
podporuje tvorbu granulaéni faze. Jedna se o savy polstaifek ze superabsorpéniho
polyakrylatu, ktery se pfed pouzitim aktivuje Ringerovym roztokem (jedna se o izotonicky
roztok, ktery obsahuje ionty sodiku a chloru, navic pak ionty drasliku a vapniku, ¢imz je blizsi
slozeni krevni plasmy). Ringertv roztok je pak po dobu 12 hodin pribézné uvoliovan do
rany. Permanentnim piisunem Ringerova roztoku se aktivné zmekcuji a rozpoustéji nekrozy,
soucasné se savym télesem pfijima exsudat a na ranu by tak mohly pfimo ptlisobit navazané
bioaktivni latky na nanovlakenném obvazu a podpofit tim proliferaci bunck a urychlit cely
proces hojeni ran. Nevyhodou je opét pomérné vysoka cena, kompres TenderWet 24 Active
Cavity (obr. 28) o rozmérech 5,5 cm x 5,5 cm (10 ks v baleni) stoji 1073,-K¢ (cena z bfezna
2012), napt. VZP nehradi celou ¢astku.

zdravotnicke-potreby.net

Obr. 28 - Priklad soucasného kryti ran prodavané pod ndazvem Tender Wet [201].
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5.2.6.2. Dalsi moZnosti obvazového kryti ran

Déle uvadim nékolik dalSich ptikladd obvazového kryti, které muzeme rozdélit do
nékolika skupin podle jejich funkce. Tyto typy obvazii jsou vhodné jako sekundarni kryti ran
po aplikaci nanovladkennych obvazi k zajisténi vlhkosti v ran¢ a k odstraniovani exsudatu

Z rany.

Hydrogely obsahuji hydrofilni polymery s vysokym obsahem vody autolyticky odstrafiuji
nezadouci nekrotické a fibrinové povlaky, rehydratuji ranu, vytvareji vhodné mikroklima

a neposkozuji zdravé tkanové burnky. (obr. 29).

Obr. 29 - Pusobeni hydrogelii na ranu [202].

Hydrokoloidy obsahuji vnéjsi oklusivni vrstvu, ktera je nepropustna pro plyny, vodni pary
a vnitini hydrokoloidni vrstvu (pektin, Zelatina, karboxymethylcelul6za). Vytvaii hypoxické

prostfedi s nizkym pH a povzbuzuje angiogenezi a granulaci (obr. 30).

Obr. 30 - Piisobeni hydrokoloidii [202].

Polyuretanové pény obsahuji vngjs$i vrstvu, kterd je semipermeabilni a vnitini vrstvu
tvofenou vysoce absorpcnim jadrem. Zajist'uji absorpci sekretu, aniz by zkapalnély, vhodné

mikroklima a stimulaci ¢isténi rany. Neulpivaji na spodiné rany (obr. 31).
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Obr. 31 - Pisobeni polyuretanové pény [202].
Algindty obsahuji vysoce absorp¢ni algindtova vldkna z hnédych motskych fas. lonty
vapniku nebo drasliku, které jsou soucasti alginatu, nahradi ionty sodiku, pfitomné v exsudatu
a umozni pfeménu alginatovych vldken v hydrofilni neadherentni gel. Maji bakteriostaticky

a hemostaticky uc¢inek, vytvari mikroklima. Maji vysokou absorp¢ni schopnost. (obr. 32).

Obr. 32 - Piisobeni alginatii [202].

Filmova kryti jsou tvoiena z prihledného selektivné propustného polyuretanového filmu
a akrylatového hypoalergenniho lepidla, které vytvaii v ran€ vhodné mikroklima pro
fyziologické hojeni rany. Pusobi jako antibakterialni bariéra — propousti plyny a vodni pary,

nepropousti bakterie a vodu. Kryti je prihledné a tim umoziiuje monitorovat ranu (obr. 33).

Obr.33 - Filmové kryti [202].

Distribuci a vyrobou obvazl se zabyvaji firmy Johnson&Johnson, Hartmann, americka firma
Smith&Nephew, Bioster s.p., Viacell s.r.o., Hydro-sorb, Laboratoires Urgo s.a. Francie,
Malkol CZO spol. s.r.o, atd.
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5.3. Biodegradabilni nanovlakna jako nosice bioaktivnich latek

Celé tada nanovldken je vzhledem ke svym vlastnostem urcena pro aplikace v medicing.
Jedna se zejména o jejich pouziti jako obvazovy material, jehoz primarnim tkolem je Cisténi
rany od bakterialnich infekci a nastoleni procesu epitelizace a granulace rany (kapitola

5.2.4.1)

Dalsi moznosti nanovldkennych materidlii je jejich aplikace ve tkdilovém inzenyrstvi.
Jedna se o interdisciplinarni obor, ktery vznikl sloucenim oblasti bunééné biologie,
inzenyrstvi, materidlové védy, chirurgie a vhodnych biochemickych faktord s cilem zlepsit
nebo opravit biologické funkce [203].

V soucasné dob¢ probihé fada vyzkumt v oblasti opravy nebo nahrady napft. kosti, chrupavek,
cév, mocového méchyte, Slach, atd.

Zakladni podminkou pro biomedicinské aplikace je biodegradabilita polymeru, ze kterého
se nanovlakna pfipravuji. Tento pozadavek spliuji napiiklad nanovlakna z chitosanu,
kfemicitd nanovldkna (pouze ta, ktera byla tepelné stabilizovana pfi teploté 180 °C), kyselina
hyaluronova, smés PVA/chitosan, kopolymer kyseliny mlééné a glykolové (PLGA) nebo
vodorozpustné biokompatibilni polymery S vhodnymi funkénimi skupinami, napf.
poly(ethylenglykol) diakrylat [204]. Velmi dulezitymi vlastnostmi jsou také porozita, velky

mérny povrch, orientace vladken a zptsob ptipravy (snadnost, cena).

5.3.1. Anorganicka nanovlakna

Kfemicita nanovldkna jsou velmi vhodnym substratem pro imobilizaci bioaktivnich latek
nebo iontll kovl s antibakteridlnim t¢inkem. Mechanické vlastnosti téchto nanovlaken jsou
velmi vhodné pro pouziti jako kryci a obvazovy material pro 1€kaiské ucely.

Jak vyplyva ze studie [205], anorganickd nanovlakna ptipravena z SiO,, by méla mit
schopnost opakované kryt ranu. Studie potvrdila, ze SiO, nanovlakna jsou velmi mékka
a pruzna, mohou byt pohodln¢ tkana do vzorované netkané textilie (na pozadovany tvar podle
velikosti rany).

Nedavno vyvolala velky z4jem biokompatibilni polymerni nanovlakna urcend na kryti ran
[206 - 211], ktera maji obrovsky mérny povrch, coz je vyhodné pro regeneraci poskozené
kGze. Nanovldkna s obsahem stfibra maji ucinné a Siroké spektrum antibakteridlnich
schopnosti s minimalni cytotoxicitou na lidské buiiky [212 - 216]. Obdobny efekt vykazuji

i nanovlakna s pfidavkem nanocastic stiibra [217 - 219].
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SiO; je druh anorganického materialu aplikovatelného v mnoha oblastech [220 - 223] a to
zejména vzhledem k jeho relativné snadné piipravé, hydrofilnim vlastnostem, fyzikalni
a chemické stabilit¢, dobré biokompatibilité, atd. [224]. V posledni dobé bylo provedeno
mnoho studii SiO; v biologickych aplikacich [225, 226]. Feng s kol. [225], je pouzili jako
substrat pro kultivaci buné¢k. Zjistili, ze buiky vajecnikii ¢inskych kiecki CHO-K1
a lidské buinky HepG2 rostly na tomto nanovldkenném substrditu mnohem rychleji
V porovnani s jinymi typy nanovlaken.

Vyrobou kiemiéitych nanovlaken se zabyvali ve své praci z roku 2005 Zhang a kol. [227].
Jejich cilem bylo pfipravit nanovldkna pro vesmirné aplikace. Vyrabéli nanovldkna oxidu
ktemicitého a jejich povrch pokryvali nitridem hliniku (AIN) pro ziskani tepelné stability. Pro
ziskani vlastnich nanovldken oxidu kifemicitého vyuzivali dva zplsoby. Prvnim bylo
elektrostatické zvlaknovani pfimo roztoku na bazi tetraethoxysilanu (obr. 34). Druhy zptisob
byl zaloZen na elektrostatickém zvladknéni roztoku polyamidu-6 a néslednym povrstvenim
vrstvou oxidu kiemicitého za pomoci metody sol-gel. Tepelnym rozkladem byl poté
odstranén polymer polyamidu-6. Vysledna nanovlakna oxidu kiemic¢itého méla hruby povrch
a pramér 100 az 200 nm (obr. 35).

Tu

Obr. 34 - Nanovlidkna SiO, vyrobena Obr. 35 - Nanovldkna nylon-6 prevrstvend
zvlaknenim polymerniho roztoku oxidem kiremicitym a tepelné zpracovana.
tetraethoxysilanu. [227]. [227].

5.3.1.1. K¥emicita nanovldkna s antibakterialnim tiéinkem

Zdravotnické textilie jsou rychle se rozvijejici oblasti textilniho primyslu. Tento rust
je pfipisovan neustalému zdokonalovani a inovacim v oblastech textilnich technologii
a lékarskych postupti.

V medicinské oblasti jsou nanovldkna diky velkému mémému povrchu popularni pro fizené

davkovani lé€ivych latek. Latky mohou byt uvoliiovany z nanovlakennych obvazl riznymi
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rychlostmi sledovanymi v zavislosti na ¢ase. To je dano morfologii nanovlaken a druhem

imobilizovaného 1é¢iva [228].

Yang a kol. [229] vyrobil pomoci elektrostatického zvlaknovani ultrajemna PAN vlakna
obsahujici nanocastice sttibra.

Son a kol. [230] ptipravil pomoci elektrostatického zvlaknovani nanovlakna CA (acetatu
celuldzy) s nanocasticemi stiibra. Ve zvlaknovaném roztoku byl pouzit AgNO3 a vyrobend
nanovldkna byla fotoredukovéna UV zafenim. Autofi zjistili, ze sta¢i velmi malé mnozstvi
AgNO3 (>0,05 % hmotn.) a vlakna vykazuji velmi silné antibakterialni u€inky.

Jinym vyzkouSenym postupem vedoucim k tomu, aby vysledna nanovldkna obsahovala
nanocastice stiibra, je rozpusténi AgNO3; v PVP za pomoci DMF a nésledné zvlaknéni takto
ptipraveného roztoku. Tento roztok 1ze dale smichat s dal$imi polymery misitelnymi s PVP.
Napiiklad byl uspésné zvldknén vodny roztok PVA s5 % hmotn. vySe uvedeného PVP
obsahujiciho nanocastice stibra [231].

Hong a kol. [232, 233] provadéli experimenty se zvlakinovanim vodného roztoku
PVA/AgNO; a vysledna vlakna zpracovavali tepelné (155°C, 3 min) a pomoci UV zafeni
(UV-A, 315 az 380 nm, 10 W, 3 hod). Bylo pozorovano, Ze nanocastice stfibra se vytvaieji

Vv blizkosti povrchu a na povrchu vyrobenych nanovlaken (obr. 36).

100 nm

(a)

(b)

r.36 - TEM snimky tepelné zpracovanych nanovlaken PVAIAGQNOs (a) a nanovidken
PVA/AgQNO3 zpracovanych tepelné i UV zarenim (b) [233].
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Tepelné zpracovani i UV ozafovéani redukovalo ionty Ag” ve vyrobenych nanovlaknech na
nanocastice stiibra. Tepelné zpracovani navic zlepsilo krystalinitu vlakenné vrstvy PVA a tim
zpusobilo nerozpustnost téchto vldken ve vlhkém prostiedi. Na zékladé téchto provedenych
experimentll bylo konstatovano, Zze nanovlakna PVA/AgNO3 zpracovana pouze tepelné jsou
vhodnym materidlem pro zdravotnické (konkrétné obvazové) materidly. Kromé stability
struktury ve vlhkém prostiedi vykazuji také vybornou antibakteridlni u¢innost a efektivitu
uvoliiovéani G¢innych latek (Ag” ionty) obr. 57. [233]

Vyrobena (jen tepelné zpracovana) nanovlakna byla podrobena antibakteridlnim testim
ucinnosti proti St. aureus (ATCC 6538P) a Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) podle
standardnich metod [234].

5.3.1.2. Mechanismy ucinki stiibra na bakteridlni buiiku
lonty stiibra (Ag") a pfimési st¥ibra (neagregované atomy nebo agregované nano&astice)

jsou velmi popularni v biomedicinské oblasti napiiklad pro obvazové materialy, tkanové

inzenyrstvi, antimikrobidlni filtry atd. Bylo zjisténo, Ze mikroorganismii odolnych proti

stiibru je velmi malo. St¥ibro deaktivuje bakterie nasledujicimi mechanismy: [232, 235]

1. Stiibro interaguje s enzymy a proteiny dulezitymi pro funkci mitochondrie (rep.
dychaciho fetézce) a pro transport diilezitych substanci pies bunécnou membranu a uvnitt
buiky.

2. Stiibro interaguje s DNA a tim brani jeji replikaci a naslednému déleni bakterialni buniky.

3. lonty stfibra se vazou na bunéfnou sténu bakteridlni bunky a tim méni funkcnost

cytoplazmatické membrany.

Feng a kol. [236] studovali morfologické a strukturalni zmény bakterii E. coli (ATCC
23282) a St. aureus ( ATCC 35696) po aplikaci iontu stiibra. Jejich experiment potvrdil, ze
obrannou reakci na ionty stfibra jsou molekuly DNA uvnitf bakterialni buriky zhustény, ¢imz
se zamezi déleni bun¢k — nastavd bakteriostaticky efekt. Zaroven ionty stfibra reaguji
s proteiny bakterii a zptisobuji jejich deaktivaci. Jednotlivé efekty vlivu stiibra na bakterialni

bunku E. coli dokumentuji nize uvedené snimky (obr. 37 a obr. 38).
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Obr. 37 - TEM snimek E. coli bez aplikace  Obr. 38 - TEM snimek E. coli po aplikaci

Ag*, Sipka ukazuje rovnomérné rozlozent Ag*, Sipka ukazuje zhusténi DNA
DNA (svétla mista) [236]. (,, smotany drat* uvnit svetlého mista)
[236].

Aplikace ionti Ag’ zpisobila zhusténi DNA, coz potlatuje schopnost jeji replikace
a nasledné mnozeni bakterialni bunky (obr. 39). Jedno z poslednich stadii zivota buiky je
neexistence bunééné stény nahrazené shluky nabitych ¢astic (obr. 40). Na obrazku je viditelné
poni¢eni bunécné stény a shluky nabitych ¢astic uvniti buiiky obklopujici a smrst'ujici oblast

s DNA, pficemz zaroven dochazi k reakci s proteiny.

T

Obr. 39 - TEM snimek E. coli po aplikaci Obr. 40 - TEM snimek E. coli po aplikaci

iontit Ag", Sipka ukazuje granule (shiuky Ag", sipka ukazuje znacné ponicenou
nabitych castic) misto neexistujici bunécné bunécnou sténu, nastava apoptoza
steny [236]. bakterialni bunky [236].
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5.3.1.3. Testy zdravotni nezavadnosti kiemicitych nanovildaken

Na piipravenych nanovlaknech oxidu kiemiéitého (piipraveny na KCH TU v Liberci —
postup piipravy publikovan v disertacni praci [237]. Byly sledovany jejich zakladni vlastnosti,
jako je mérny povrch, teplotni odolnost a hlavné rychlost rozpousténi v simulované plicni
tekuting v zavislosti na teploté tepelného zpracovani (obr. 41). Ptipravena nanovlakna bez

zmény morfologie vydrzela teplotu zahiati 850 °C.

SEM MAG: 3.00 ki DET: BE Detector | I T —1 SEM MAG: 5.00 ki DET: BE Detector P S |

HY: 30.0 k¥ DATE: 06/10/08 20 um Vega @Tescan Hv: 30.0 k¥ DATE: 06/10/08 10 um Vega @Tescan
VAC: HiVac Device: TS5130 TU Liberec VAC: HiVac Device: TS5130 TU Liberec

Obr. 41 - Textura kiemicitych nanovldken z riiznych mist produktu [237].

Anorganicka nanovlakna jsou obecné podezield z karcinogennich t¢inkd po vdechnuti. Jak
potvrdily vysledky zkousek na Ustavu skla a keramiky VSCHT Praha (2008), rozpustnost
nanovldken v simulované plicni tekutin€ velmi siln€¢ zavisi na teploté jejich tepelného
zpracovani. Byla testovana nanovlakna zpracovana pii teploté¢ 180 °C, kterd se rozpoustéji
nejrychleji a jsou tedy fazena do oblasti bezpecnych rychlosti rozpousténi. Nanovlakna
tepelné zpracovana pii teplotach 450 a 650 °C se rozpoustéji vyrazné pomaleji a jsou v oblasti
spodni hranice bezpecnych rychlosti rozpousténi. Na nanovldkna tepelné zpracovand pii
850 °C je nutné pohlizet jako na potencidlni karcinogeny. K Uplnému vylouceni zdravotnich
rizik by tedy bylo nutné ovéfit jejich biopersistenci pomoci testt ,,in vivo®.

Vysledky testt z Ustavu skla a keramiky VSCHT Praha shrnuje tab. 9.
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Tab. 9 - Rychlosti rozpousténi nanovidkenvlaken oxidu kiremicitého. (Byla sledovina

rychlost rozpousténi nanovidken R [ng.cm™.h™] (méfeni koncentrace SiO, v roztoku)).

vzorek rychlost rozpousténi [ng.cm™.h"]
180°C pocatecni rychlost 69.6
(180°C konec¢na rychlost) (16.9)

450°C 23.8

650°C 17.1

850°C 5.0

Rychlosti rozpousténi neextrahovanych nanovldken oxidu kiemicitého se pohybuji
na spodni hranici nutné pro jejich rychlé odbouravani v plicnich tekutinach. V ptipadé vlaken
zbavenych znecisSténi organickymi latkami extrakei a testovanych, nikoliv ve formé smotkii,

ale tenké vrstvy, dochazi naopak kjejich uplnému rozpusténi jiz po sedmi dnech

V simulované télni tekuting.

Toto zjisténi je velice dulezité pro aplikace téchto typu nanovldken jako Kkryci

a obvazovy anorganicky material, pfipadné jako material, slouzici pro péstovani tkafovych

kultur. Schopnost rychlé biodegradability je velice vvhodna pravé u obvazu, protoZe se obvaz,

aplikovany na ranu nemusi odstraniovat a nové se tvorfici bunky mohou proliferovat

a ,.startovat® tak granulaéni fazi hojeni rany.

5.3.1.4. Antibakteridalni testy

Pfipravend nanovldken oxidu kiemicitého s obsahem stfibra nebo dodatecnou aplikaci
stfibra na nanovldkennou vrstvu byly podrobeny antibakterialnim testim. Jako srovnavaci
material byly voleny vzorky z baviny a viskozy, tj. materiald, které jsou ve zdravotnictvi
bézné pouzivany (ptredev§im jako bézny obvazovy materidl, absorpcni kryti pro sekretujici
rany a dalsi).

Prvni série antibakterialnich testli byla provadéna v Krajské Nemocnici v Liberci. Testy
byly provadény od roku 2005. V této dobé nebyla vybudovana mikrobiologicka laboratof na
KCH TU v Liberci, proto byla uzaviena dohoda o spolupraci s Krajskou Nemocnici v Liberci
- oddé€leni klinické mikrobiologie a virologie.

Tyto prvni testy nebyly uskutecnény dle zddné standardni normy, protoze v té dob¢ nebyly
k dispozici ucelené propozice ktomuto zplsobu testovani textilii. Zvolila jsem po
konzultacich s bakteriologem metodu, ktera méla vypovidajici hodnotu o antibakteridlnim
ucinku testovaného materialu. MnoZstvi bakteridlniho inokula ockovaného na Petriho misku

bylo 1 ml o koncentraci 10° CFU/ml. Vzorky testovaného materialu byly inkubovéany
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standardnim zptisobem (24 hod. pfi 37 °C v termostatu). Byla hodnocena velikost halo zon a
stéry spodiny. Stéry spodiny byly zhotoveny tak, ze testovany materidl byl po 24 hodinach
opatrn¢ sejmut a bakteriologickou klickou bylo misto kontaktu setieno (obr. 42) a zaoCovano
na Periho misku s krevnim agarem. Vysledky stéru spodiny byly hodnoceny opét po
24 hodinach inkubace v termostatu pii 37 °C.

Pro ilustraci (obr. 42) nize uvadim krom¢ kiemicitych nanovlaken s obsahem stiibra
n¢kolik dalSich piikladl rizného materidlu, ktery jsem testovala na 4 vybranych patogennich

bakterialnich kmenech.

Legenda:

1. Bavlna upravena sol-gel metodou s obsahem sttibra (KCH TU v Liberci).

2. Fotochemicky upravend bavlna (vzorek dodan Doc. Ing. J. Wienerem, Ph.D. z KTC TU
v Liberci).

3. Kfemicita nanovlakna s ptidavkem stiibra do solu (KCH TU v Liberci).

4. Viskoza upravena sol-gel metodou s obsahem stiibra (KCH TU v Liberci).

INKUBOVANE VZORKY STER SPODINY

Pseudomonas aeruginosa

R -

Acinetobacter baumanii Acinetobacr baumanii
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Klebsiella pneumoniae

MRSA MRSA
Obr. 42 - Halo zény a stéry spodiny u vybranych bakterialnich kmenii (zdroj

Slamborova)

Témito prvnimi testy byla prokézana antibakteridlni ucinnost pfipravenych vzorkda.
Z velikosti halo zén v okoli testovaného vzorku a z vysledkt stéru spodiny Ize jednoznaéné
usuzovat na miru antibakteridlniho u¢inku testované¢ho materidlu. U nékterych vzorki jsou
u stéru spodiny viditelné jednotlivé bakterialni kolonie (Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanii) nebo kompaktni bakterialni rust (Klebsiella pneumoniae, MRSA),
coz svéd¢i o schopnosti inhibice konkrétniho testovaného materialu. Pro pokracovani dalsich
testi byl rozhodujici antibakteridlni uc¢inek nanovlédken se stfibrem na vybrané bakteridlni
kmeny, ktery byl jednoznaéné vynikajici.

Dalsi série testli byla provedena na kiemicitych nanovlaknech, na jejichz povrch bylo
stiibro dodatecné aplikovano. Mechanické vlastnosti tohoto materialu nebyly dobré,
nanovlakna byla velice kiehka a lamala se.

Vybrané vysledky na dvou bakterialnich kmenech E. coli a St. aureus jsou dokumentovany
na obr. 43.

Pfi vzajemném srovnani antibakterialniho t¢inku nanovlaken s piidavkem stiibra do solu a

nanovlaken s dodate¢nou aplikaci stfibra (resp. AgNO3z) na nanovldkennou vrstvu lze
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konstatovat, ze antibakterialni ucinek nanovlakenné vrstvy s pifidavkem stfibra do
zvlaknovaciho roztoku je mnohem lepsi. U nanovlaken s dodate¢nou aplikaci AgNOg3 je
antibakterialni u¢inek je zanedbatelny. Vysledky jsem odpfednasela na n¢kolika konferencich
(Dermatologické sympozium Ostrava, 2006, IV. Novoveské dermatologické dny — Ostrozska

Nova ves, 2007 a Dermatologické sympozium Liberec, 2007).

Escherichia coli

hexan SiAg?
Cistény

Detail halo zony — v okoli vzorku je halo Stér spodiny — maly inhibi¢ni ucinek,
zo6na velmi mald — minimalni kompaktni riist bakterialnich kolonii.
antibakterialni ucinek.

Staphylococcus aureus

-

Detail halo zoény — v okoli vzorku je halo Stér spodiny — maly inhibi¢ni G¢inek,
zona mala, inhibicni efekt je znatelny, halo kompaktni narast bakterialnich kolonii.
zona je Cistd, bez bakterialnich kolonii.

Obr. 43 - Nanovldkna s dodatecnou aplikaci stiibra na povrchu (zdroj Slamborova)
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5.3.2. Organicka nanovlakna

5.3.2.1. Chitosanova nanovlikna

v

Chitin, druhy nejhojnéjsi ptirodni polysacharid, je syntetizovan mnoha zivymi organismy.
Chitin se vyskytuje v pfirod¢ v mikrofibrilach, je hlavni stavebni slozkou exoskeleti
¢lenovcl, bunécnych stén hub a kvasinek. Hlavni komer¢ni zdroje chitinu jsou schranky
mlzl, plzi a hlavonozcd. Vzhledem k tomu, Ze chitin nelze snadno rozpustit v béznych
rozpoustédlech, pfeménuje se Casto na vice deacetylovany derivat, chitosan [238 - 240].

Chitosan je Casto identifikovan svymi stupni deacetylace (DD), procento méfeni volnych
aminovych skupin podél hlavniho fetézce chitosanu [241]. Chitosan je rozpustny v kyselém,
neutrdlnim 1 alkalickém prostiedi, da se tak pouzit vice nez chitin v Siroké Skale aplikaci.
Chitin a chitosan jsou biokompatibilni, biodegradabilni, netoxické, antibakterialni
a hydratacni latky. Obé latky se snadno zpracovavaji na gely [242 - 245], nanovlakna [246,
247], koralky [248], mikrocastice [249], nanocastice [250], skelety [251, 252] a houby [253,
254]. Existuje cela tada slibnych aplikaci tenkych nanovrstev a vlaken na bazi chitinu /
chitosanu [239, 240, 255].

Nanovldkna jsou velmi zajimava pro rtizné druhy aplikaci, maji vysoky specificky povrch
a vysokou porovitost. Nanovldkna obsahujici chitin a chitosan maji potencidlni vyuziti
v oblastech jako je filtrace, 1éCiva, zubni lékatstvi, tkanové inzenyrstvi, katalyzatory
a enzymové nosice, hojeni ran, ochranné odévy, kosmetika, biosenzory a zdravotnické
implantaty [256, 257]. Kompozitni nanovlakna chitosanu byla vyrobena za pouziti
syntetickych biologicky rozlozitelnych polymert jako je poly (vinyl-alkohol) [258, 259], poly
(ethylenoxid - PEO) [260], poly (vinyl pyrolidin - PVP) [261], poly (kyselina mlécna - PLA)
[262, 263]. Autoti dale uvadi, ze chitosanova kompozitni nanovlakna ziskala vlivem piidavka
PVA, PEO, PLA, PVP a PET mnohem lepsi mechanické, biokompatibilni, antibakteridlni a
dalsi vlastnosti. VIdkna se daji vyuZzit pro celou fadu aplikaci, jako jsou biomedicinské kostni
implantaty [256, 264, 265] nebo umé&lé organy [266].

PEO jako biokompatibilni polymer [267], byl jiz pouzit v podobé obvazového materialu
nebo na opravy chrupavcitych tkani [268, 269].

V textilnim a plastikdiském primyslu se pouziva PET, jehoZz antibakterialni vlastnosti jsou
Siroce studovany [270 - 272]. Autofi uvadéji, ze chitosan / PET nanovlakna jsou velmi

vhodnd pro medicinské aplikace. Chitosan / PET a chitin / PET nanovlakna byla pfipravena
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z roztoku TFA/ HFIP. Studie antibakterialni aktivity prokazaly, Ze chitosan / PET nanovlakna
inhibuji rist bakterii mnohem efektivnéji, nez Cisty PET.

Derivaty chitosanu (karboxymethyl, karboxyethyl a hexanoyl chitosan) [262, 273, 274] byly
s velkym uspéchem pouzity pro piipravu nanovlaken. Hexanoyl chitosan byl testovan pro
1¢kaiské aplikace, kde byla prokazana odolnost viuéi hydrolyze lysosomu [275] a jeho anti-
trombotické vlastnosti [276].

Pro imobilizace enzymi byla vyvinuta nanovlakenna chitosan/ PVA membrana [277].
Membrana byla pouZita jako podpora pro imobilizaci lipazy. Uginnost lipazy byla zachovana
na 49,8 %. Stabilita imobilizovanych lipaz, teplota, opakované pouziti 1 skladovani nemély
vliv na jakékoliv zmény. Z vysledkl vyplyva, Ze nanovladkenné chitosanové membrany jsou
biokompatibilni, je mozné pouzit je pro imobilizaci enzymi. Uvedeny systém je mozné pouzit

také pro aplikace biosenzort.

5.3.2.1.1. Chitosanova nanovldkna jako obvazy

Derivaty chitosanu s kvartérnimi amoniovymi skupinami, maji vysokou ucinnost proti
bakteriim a plisnim. Cilové misto téchto kationtovych polymerti jsou cytoplazmatické
membrany bakterialnich bunék [278]. Mikro a nanovlakenné materialy, jsou vhodné pro
ptipravu obvazl. Foto-sitovand elektrostaticky zpracovand nanovldkna obsahujici QCS
ucinng inhibuji rist gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii [261]. Vysledky naznacuji,
ze sitovand QCS / PVP nanovldkna se mnohou stat slibnymi materialy pro obvazy. Dobry
baktericidni G¢inek vykazuji zejména proti gram-negativni bakterii E. coli a gram-pozitivni
bakterii St. aureus [279]. Nejlepsi biomateridly urené pro obvazy na rany by mély byt

biokompatibilni a podporovat riist vrstev dermis a epidermis.

5.3.2.2. Nanovlikna s imobilizovanymi lé¢ivy

Nanovlakna byla také pouzita pro aplikace 1é¢iv. Bylo zjiSténo, ze je lze velmi snadno
implementovat pomoci elektrostatického procesu a vysokého-piiloZené¢ho napéti pouzivaného
v elektrostatickém procesu, které nemd na léciva vliv. Vysoky specificky povrch a kratka
pasaz difuzni délky dava systému nanovlakno-lécivo celkoveé vyssi rychlost uvolilovani. Profil
uvoliovani muZe byt jemné fizen modulaci nanovldkenné morfologie, porovitosti
a sloZzenim. Nanovldkna pro uvoliovani 1éCiv jsou systémy pochazejici piedevSim

z biologicky rozlozitelnych polymerd, jako je PVA, PLA, PEO, PCL, PEG, PLGA a chitosan.
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[280] wvyvinuli nanovlakna PEG-g-chitosan s PLGA s inkorporovanym ibuprofenem
ptipravena elektrostaticky pro kontrolovanou aplikaci 1ékt. Pfitomnost PEG-g-chitosanu
vyrazné zmirnila rychlost uvoliiovani ibuprofenu pii elektrostatickém zpracovani PLGA
membrany. Ibuprofen mé konjugované postranni fetézce a z PEG-g-chitosanu se postupné
uvoliioval po dobu delsi nez 2 tydny. Tyto vysledky ukazuji na to, Ze chitosanova

nanovlikna by mohla byt uZite¢na pravé pro rizenou aplikace 1éki.

5.4. Vlastni experimenty a vysledky

5.4.1. Imobilizace antibiotik a enzymii na vybrané typy nanovliken

Diky stale vétSim problémim, se kterymi se potyka souCasnd dermatologie pii 1é¢be
dekubitti, bércovych viedd nebo tézce se hojicich ran, jsem se zabyvala moznosti vytvofit
kryci a 1é¢ebny material, ktery by tyto problémy pomohl fesit. Na zaklad¢ konzultaci na KNT
FT TU v Liberci byly vytvofeny nanovlakenné obvazy s imobilizovanymi bioaktivnimi
latkami. Bioaktivni latky (antibiotika, enzymy) jsem imobilizovala na tii typy
nanovlakennych substratl (chitosan + PEO, PVB nanovldkna a kfemicitd nanovlakna).
Primarn€ byl studovéan antibakteridlni ui¢inek imobilizovanych antibiotik na Siroké spektrum
patogennich bakterii, které ¢ini problémy v dermatologii.

V prvni fazi byly G€inky vytvofenych obvazl analyzovéany v laboratornich podminkéch,
v soudasnosti byla navazana spoluprace s dermatolozkou MUDr. M. Strinclovou (Nemocnice
Semily), s praktickym 1ékatem MUDr. Alexandrem Otasevicem (Nemocnice Ostrava-
Poruba), ktery ma krom jiného na starosti dva domovy seniort, dal$i spoluprace je navazana
s n¢kolika veterinarnimi lékati a s kardiologickou klinikou v Brné, jmenovit¢ s MUDTr.
Mojmirem Cermakem.

Prvnim typem nanomaterialu, ktery mi poskytla Doc. Ing. L. Martinova, CSc., byl chitosan
+ PEO (polyethylendioxid) — vyrobeny v poméru 9 : 1 s ptidavkem + 3% triton, sitovani pfi
130 °C/ 60 minut, ve vod¢ stabilni.

Druhym typem byla nanovldkna z PVB + TEOS a posledni testovana nanovlakna byla
anorganického puvodu (kfemicita nanovldkna, kterd byla vyrobena na KCH ve spolupraci
s Ing. J. Studnickovou, Ph.D. z KTC FT TU v Liberci).

Nanovlakenny substrat byl sililovan (2% roztok 3-aminopropyltrimethoxysilan (APTMS)
ve vodé). Bioaktivni latky (enzymy, antibiotika) byly imobilizovany ptes glutaraldehydické
mustky (obr. 44) [281, 282].
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Obr. 44 - Schéma imobilizace bioaktivnich latek na nanovidikenny substrat (zdroj

Slamborova)

5.4.2. Imobilizace a prikaz enzymu esterazy

Na obr. 45 jsou viditelna tmavé modra depozita imobilizovaného enzymu (esterazy), jehoz
pfitomnost byla prokazana histochemickou metodou [283]. Vysledky byly publikovany
a odpiednaSeny na n€kolika konferencich [131, 135] Takto imobilizované enzymy na

nanovlakennych substratech by jisté nasly uplatnéni jako terapeuticky material.

Obr. 45 - Imobilizovand esterdza na kremicitych nanovlaknech (histochemicky priikaz),

zvétieno Sx (zdroj Slamborova)
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5.4.3. Imobilizace tetracyklinu

Stejnym mechanismem byla imobilizovana i antibiotika. Zvolila jsem tetracyklin, ktery
ucinkuje na velké spektrum gram negativnich bakterii vCetn¢ vSech bakterii citlivych na
penicilin.
Tetracyklin mé bakteriostaticky G&inek. Uinkem tetracyklinu je ovlivnéna proteosyntéza
bakterialni buiiky (neni umoznéna vazba t-RNA na komplex m-RNA-ribozom) [284].

Nize uvedené snimky dokumentuji inhibi¢ni ucinek, ktery jsem testovala na vybrané
bakterialni kmeny (St. aureus, E. coli, MRSA, Acinetobacter baumanii, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis).

Jednotlivé bakterialni
kolonie v halo zong

Obr. 46 - Ucinek imobilizovaného tetracyklinu na chitosan + PEO viici bakteridlnim kmeniim

E. coli (E.C.) a St. Aureus (S.A.) (zdroj Slamborova) [131].

Na snimku (obr. 46) jsou vidét velké halo zony v oblasti nanovlaken. Studie zaroven
dokazuje, Ze po oplachu nanovlédken ve zfedéné kyseliné octové doslo k odstranéni necistot,
coz se projevilo v oblasti halo zon. U nanovlaken bez oplachu kyselinou jsou v oblasti halo
zon viditelné jednotlivé bakterialni kolonie. U vzorkli podrobenych oplachu jsou halo zony

vétSinou bez bakterialnich kolonii (Cisté).
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Obr. 47 - Ucinek imobilizovaného tetracyklinu na PVB + TEOS viici bakteridlnim kmeniim
E. coli a St. Aureus (zdroj Slamborova) [131].

Vysledky bakterialni inhibice (obr. 47) jsou velice podobné jako u chitosanovych
nanovlaken. Jsou viditelné Siroké a Cisté halo zony (bez bakterialnich kolonii). Podobnych

vysledkt bylo dosazeno i s testovanymi kiemicitymi nanovlakny (obr. 48).

J£he JA )

Obr. 48 - Ucinek imobilizovaného tetracyklinu na kiemicita nanovldkna vici bakteridlnimu

kmeni St. Aureus (zdroj: Slamborovd) [131].
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Obr. 49 - Ucinek imobilizovaného tetracyklinu na kiemicitd nanovldkna viici bakteridlnimu

kmeni MRSA (zdroj: Slamborova).

Ptiklad vysledku testi vici rezistentnimu kmeni MRSA (obr. 49). Na snimcich jsou opét
velké a Cisté halo zony, které jsou diikazem bakteriostatického u¢inku antibiotika viici MRSA.

Inhibi¢ni G¢inek na dal$i bakteridlni patogenni kmeny je velice podobny.

5.4.4. Prilkkaz imobilizovaného tetracyklinu

Priikaz imobilizovaného antibiotika bylo vyuzito toho, Ze tetracyklin fluoreskuje pfi
vlnové délce v rozmezi 400 — 480 nm [285].

Na prvnim snimku (obr. 50) jsou kifemicita nanovlakna bez imobilizovaného tetracyklinu.

Na druhém snimku (obr. 51) jsou viditelna zluta depozita imobilizovaného tetracyklinu.

Obr. 50 - Kremicita nanovldkna bez imobilizovaného tetracyklinu, fluorescencni mikroskop

Olympus BX51, camera DP 72, zvétseno 200x. (zdroj: Slamborova)
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Obr. 51 - Kremicita nanovlakna s imobilizovanym tetracyklinem — fluorescencni mikroskop

Olympus BX51, camera DP 72, zvétseno 200x. (zdroj: Slamborova) [130].

Z této rozsahlé studie vyplyvé, Ze vSechny tfi typy testovanych nanovldken vykazuji
vynikajici antibakterialni efekt.

Pro praktické pouziti v dermatologii je ovSem rozhodujici i to, aby pouzita nanovlakna

byla jemn4 a kopirovala ranu, na kterou by méla ptilnout.
Z tohoto diivodu byla jako nejvhodnéjsi vyhodnocena kiemicitd nanovlakna, kterd vykazovala
pfijemny omak a bezproblémovou manipulaci. Mékkd a pruznd struktura nanovldken je
nezbytna pro kryti ran. Kromé toho muze také pfinést pacientim pohodli, protoze piilozeni
takového kryti ranu nezatézuje a pacientovi nepiisobi bolesti. Takovouto schopnost nema
zadné jiné kryti, které se v souc¢asném zdravotnictvi pouziva. Dalsi dva typy testovanych
nanovlaken byly tuz8i a pro obvazovy material proto méné vhodné. V sou€asné dobé jsou
zpracovavana nanovlakna z chitosanu s kolagenem (pfip. Zelatinou) a budou testovany dalsi
moznosti jejich pouziti v dermatologii.

Po konzultaci s 1ékafi se jevil jako limitujici faktor pouzity glutaraldehyd, ktery tvofi
vazbu s antibiotikem. Glutaraldehyd je povazovan za toxicky, i kdyz v tomto pifipadé je pevné
vazany (tvofi kovalentni vazbu s bioaktivni latkou) a neuvoliiuje se. Proto jsem ve spolupraci
s prof. Ing. Ivanem Stiborem, CSc. hledala vhodné&jsi zptisob imobilizace. Vychazeli jsme
z prace R. K. Sharma a kol. [286]. Postup popsany v této praci naprosto eliminuje pouziti
glutaraldehydu [130, 135]. Timto postupem jsme pfipravili dal§i sérii vzorki a podrobili
mikrobiologickym testim. Nanovldkna s imobilizovanym antibiotikem bez pouziti
glutaraldehydu vykazuji naprosto shodné vysledky antibakteridlnich testd jako vzorky, kde
byl pro vazbu antibiotika glutaraldehyd pouzit. Lze tedy konstatovat, Ze tento postup pro

imobilizace jakychkoliv bioaktivnich latek je z toxikologického hlediska vhodny. V soucasné
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dob¢ je tento obvazovy materidl podroben dalSim toxikologickym analyzam v akreditované

laboratofti, aby mohl byt uveden na trh jako zdravotni prosttedek (obvazovy a kryci material).

5.5. Zavérecné shrnuti nejdileZitéjsich vysledki

Na nanovlakenné substraty (chitosan + PEO, PVB nanovldkna a kfemicita nanovlakna)
byly po sililaci jejich povrchu imobilizovany bioaktivni latky. Podafilo se imobilizovat
biomolekuly bez pouziti glutaradehydu, jehoz rezidua mohou C¢init problémy na pokozce
pacientll. Byl vytvofen obecny postup imobilizace a pomoci tohoto postupu byl imobilizovan
tetracyklin, jehoz pfitomnost byla prokazana fluorescencnim mikroskopem pii vinové délce
400 — 480 nm. Stejnym zpluisobem byl imobilizovan enzym esterdza, jehoz imobilizace na
povrchu byla prokazana histochemickou metodou.

Timto zptisobem lze na povrch nanovldken imobilizovat dalsi bioaktivni latky, jako jsou
rastové faktory, latky urychlujici hojeni ran nebo dalsi typy antibiotik ¢i enzymi. S vyhodou
lze pti tvorbé tohoto typu obvazového materidlu vyuzit vynikajicich vlastnosti nanovlaken,
které maji velky mérny povrch a zaroven koncentrace imobilizované latky je nizka.

V soucasné dobé jsou kiemicCitd nanovldkna s imobilizovanym tetracyklinem testovana
v klinické studii, do které se zapojili 1€kafi z Brna a okoli (kardiologickd klinika,
neonatologické oddéleni, transplanta¢ni centrum) z Ostravy-Poruby (chirurgické oddéleni,
dva domovy dichodcti + soukromi lékaii) a z Nemocnice Semily (ambulance pro 1écbu

dekubitt, bércovych viedl a dalSich typt téZce se hojicich ran).
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6. Zavér

V praci jsem zmapovala n€které moznosti ucinnych prostiedki, které brani mnozeni

patogennich organismi, zejména vsak rezistentnimu bakteridlnimu kmeni MRSA.
Metodou sol-gel se nam podafilo vytvofit dva typy hybridnich vrstev (AD 7, AD 9)
s vynikajici antibakteridlni aktivitou. Pfipravené vrstvy jsme nanesli na pevné a textilni
substraty. Aktivace vrstev je mozna bud’ béznym zafivkovym svétlem, nebo pro rychlejsi
antibakterialni efekt pomoci UV A zafeni. Potvrdili jsme, ze obsah nanocastic TiO, v solu
vyrazn¢ nezvysuje antibakteridlni U¢inek hybridni vrstvy. Toto zjisténi je nesmirné cenné
zejména z finanCniho hlediska ptiprav vrstev, které se diky absenci nanocastic TiO; stavaji
levnéjSimi.

Byla testovana stabilita vrstvy na nanesenych substratech. U textilnich substrati byly
vzorky s vrstvou podrobeny opakovanym pracim cyklim (dle CSN EN ISO 15797). Pomoci
rentgenové fluorescencni analyzy a antibakteridlnich testii bylo potvrzeno, ze vrstva je po
50 opakovanych pracich cyklech stabilni. Na pevnych substratech byla odolnost vrstev
testovana opakovanou  sterilizaci horkym vzduchem (1 hod. pfi 130 °C
u polymethylmetakrylatu - PMMA a 2 hod. pti 95 °C u skla a keramiky), sterilizace byla
provedena 10 krat. Potvrzeni stability bylo opét uskuteénéno pomoci rentgenové
fluorescencni analyzy a antibakteridlnich testa.

Textilni substraty s nanesenou vrstvou nachdzeji Siroké a vyznamné uplatnéni ve
zdravotnictvi. Rozsahld bakteriologickd studie prokdzala velmi vysokou ucinnost obou
pfipravenych vrstev (AD 7, AD 9), kter4 byla testovana na vybraném spektru patogennich
bakteridlnich kmend. Vrstva AD 9 vychazela svym slozenim z patentové chranéného slozeni
vrstvy AD 7, ve které jsou pritomny ionty Ag a Cu. Ptitomnost dalsi slozky (iontd Zn) ve
vrstvé AD 9 umoznila jeji rychlejsi inhibi¢ni schopnost na vybrané spektrum testovanych
patogennich bakteridlnich kment, které se projevilo zrychlenim inhibi¢ni schopnosti
(v soucasnosti byl podan navrh na udéleni patentu i pro tuto vrstvu) o cca 40 minut.
Vynikajici vysledky byly prokazany zejména u rezistentniho bakteridlniho kmene MRSA,
jehoz likvidace je v soucasnosti celosvétovym problémem. Uginnost vrstev na textilnim
substratu byla potvrzena i akreditovanou laboratoii (kap. 8)., kde pozadavky dle CSN vrstva
AD 9 vysoce pievysuje (viz tabulka 6).

Vrstvy nanesené na dalSich typech pevnych substrati (keramika, sklo, PMMA) najdou
Siroké uplatnéni tam, kde je vyZadovan Cisty sterilni prostor a kde by bakterialni kontaminace

znamenala nebezpe¢i pro oslabené pacienty a starSi jedince. Vrstvy nanesené na PMMA
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mohou vyrazné snizit vyskyt MRSA a dalSich patogennich bakterialnich kmen na
neonatologickych a kojeneckych oddélenich, ddle na transplanta¢nich oddélenich, protoze
pravé inkubatory a ochranné ,,stany zivota® jsou z tohoto materidlu vyrobeny. V soucasné
dob¢ jiz probihaji jednéani s vyrobci téchto pfistroji. Na keramice (obkladacky a dlazdice,
umyvadla, toalety) a skle maji tyto vrstvy také vynikajici adhezi a antibakterialni ucinky.
Vyvijime moZznost, aby vrstvy mohly byt naneseny na stavajici obklady a dal$i sanitu na
operacnich salech a oddélenich JIP.

Domnivam se proto, Ze pouzitim téchto typl vrstev, zejména pak vrstvou AD 9, se velmi
vyznamn¢ snizi vyskyt bakteridlniho kmene MRSA v nemocnicich a dalSich socialnich

zafizeni.

V dalsi oblasti, na které pracuji, se mi podatilo funkcionalizovat povrch vybranych druh
biodegradabilnich organickych a anorganickych nanovlakennych material (chitosan + PEO,
PVB + TEOS, kiemicitd nanovlakna). Povrch nanovldken byl sililovan a nésledné
imobilizovan bioaktivnimi latkami (enzymy, antibiotika). Pfes pocate¢ni problémy s rezidui
glutaraldehydu se nam podafilo tuto latku, ktera umoZznovala imobilizaci pomoci
glutaraldehydovych mustkt, vynechat a nahradit ji novou metodou, u které k imobilizaci
glutaraldehyd neni nutny. Je to obecny postup, diky kterému Ize na povrch nanovlaken
imobilizovat i dal§i biomolekuly (napf. peptidy).

Timto zplGsobem jsem na povrch nanovldken imobilizovala antibiotikum tetracyklin
a material podrobila rozsahlé bakteriologické studii. Vysledky jednoznaéné ukazuji vynikajici
kontaktni inhibi¢ni efekt na testované bakteridlni kmeny. Méme v rukou material, ktery jisté
najde uplatnéni pfi lécbe rozsahlych ran, dekubitl, bércovych viedl a pti 1€cbé tzv. diabetické
nohy. S velkou vyhodou lze totiz timto materialem ,,tamponovat* rany, tedy vpravovat je pod
jednotlivé svalové snopce a umoznit tak piimy kontakt jakéhokoliv imobilizovaného
antibiotika s bakterialni infekci. Velmi dilezitym hlediskem je to, ze kryti netraumatizuje
ranu, je flexibilni (dobfe se aplikuje, presné kopiruje ranu, nezatézuje ji) a tim se stava
komfortnim feSenim pro pacienta. Aby obvaz nepfisychal ke spodiné rany, musi se pies
nanovlakenné kryti dale aplikovat jiny typ obvazu, ktery zajisti vlhkost v ran¢ a bude zaroven
nasavat a odvadét exsudat z rany. Uvedeny pozadavek je bez problému splnitelny, protoze
tyto typy obvazil jsou v soucasnosti k dispozici. Pouzitim nanovlakennych obvazl se také
minimalizuje pocet pfevazil a tim se snizuje riziko poskozeni tvofici se spodiny rany (prvni
vrstva bunék zacelujici ranu). ProtoZe se pouzivaji biodegradabilni nanovlékna, z Casti se

V rané rozpoustéji a nemuseji se z rany odstraniovat. Pfi pfevazu lze totiZ pouze ranu vymyt
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fyziologickym (roztok s obsahem NaCl) nebo Ringerovym roztokem (jedna se o fyziologicky
roztok obohaceny o ionty drasliku a vapniku) a tim vyplavit zbytky nanovldkenného obvazu.

Nezanedbatelné je také hledisko ekonomické, tedy ndklady pfimo wUmérné rychlosti
a ucinnosti 1écby. V porovnani s cenou jinych druhti kryti jsou tyto obvazy ekonomicky

unosné a tim dostupné pro Sirsi spektrum pacientt.

Pres dosazené vynikajici vysledky s pfipravou antibakteridlnich vrstev a nanovlakennych
obvazli otdzkou ale stale zlstava, jakym zpiisobem budou bakteridlni kmeny (zejména
bakterialni kmen MRSA) mutovat a pfizplisobovat se tak stale zaludnéjSim nastraham jejich
likvidace ze strany védcii. Piesto, ze zijeme ve 21. stoleti a medicina je na vysoké odborné
urovni, nedokaze si bohuzel poradit s mnohymi problémy v oblasti 1é¢by ran. Je to také tim,
ze organismy (bakterie, viry, priony), které se na nasi planeté objevily jiz na zacatku prvohor,
jsou obdafeny nesmirnou genetickou inteligenci, kterou vyuzivaji pravé k ptizpiisobeni se
meénicim se podminkam i k dezinfekénim strategiim, které lidstvo stale zdokonaluje. Proto je
zadouci, aby byly vyvijeny nové typy antibiotik, 1é¢ebnych postupti a dalSich prostiedkd,
které i€¢inkim téchto organisml budou alespoil po néjakou dobu vzdorovat. Dal§im dilezitym
hlediskem je cenovéa dostupnost pro pacienty. Stdle si ale myslim, Ze nejlepsi je prevence,
tedy snaha zabranit priniku bakterii do zivého systému, protoze samotna lécba je a vzdy bude

nakladnéjsi a zdlouhavéjsi, nez prevence.
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